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 Antecedentes 
La crisis mundial del precio de los alimentos, seguida de la crisis financiera y la 
recesión económica de los últimos años, ha elevado el número de personas malnutridas 
en el mundo a niveles sin precedentes (FAO, 2011). Con un pronóstico global que 
supera los 9.000 millones de habitantes para el 2050 y después de que la ONU 
estableciera la disminución de la pobreza, del hambre y la degradación del medio 
ambiente como parte de los objetivos de desarrollo del milenio, la agricultura del siglo 
XXI se enfrenta a un gran reto: la implementación de estrategias de producción 
sostenible y de bajo impacto ambiental que permitan generar suficientes alimentos, 
energías renovables y materias primas.  
Dado el inminente crecimiento poblacional, se ha calculado que la producción 
agrícola necesitaría incrementarse en un 70% para garantizar seguridad alimentaria 
(FAO, 2009), esto sin tener en cuenta que el progreso de la producción de 
biocombustibles también supone una mayor demanda de productos agrícolas. En este 
contexto, con el fin de satisfacer los nuevos requerimientos de alimentos y energéticos, 
la producción actual debería intensificarse más que expandirse. De lo contrario, puesto 
que la superficie para uso agrícola es limitada, la transformación de áreas naturales en 
terrenos cultivables pondría en riesgo la biodiversidad de los ecosistemas (Morrissey y 
col., 2004). 
Tras la denominada "revolución verde" de la década de los 60, la aplicación de 
fertilizantes y pesticidas químicos para incrementar la productividad de los cultivos por 
unidad de superficie ha venido creciendo de forma exponencial (Galloway, 2005). 
Aunque hoy en día es innegable que el uso indiscriminado de productos químicos en las 
prácticas agrícolas genera efectos inaceptables para la salud humana y el medio 
ambiente (Cowling y col., 2001; UNESCO, 2007), a medida que la agricultura se ha ido 
intensificando los sistemas productivos se han vuelto más dependientes del uso de 
agroquímicos destinados a mantener la calidad y la productividad de los cultivos.  
Afortunadamente, una serie de factores confluyentes fuerzan a buscar 
alternativas a los agroquímicos. Por un lado, los organismos fitopatógenos emergentes, 
re-emergentes y endémicos siguen desafiando nuestra capacidad para proteger los 
cultivos y mantener la estabilidad de los ecosistemas (Miller y col., 2009). Es más, cada 
vez son más frecuentes los casos de patógenos que presentan resistencia adquirida a los 
pesticidas químicos disponibles en el mercado (Harman y col., 2010). Por otro lado, 
situaciones como el cambio climático y la crisis energética han puesto de manifiesto la 
vulnerabilidad de los mercados agrícolas. Teniendo en cuenta que la industria de los 
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agroquímicos depende de la energía fósil, el incremento en el precio del crudo ha 
repercutido directamente en sus costes de fabricación. Además, la creciente 
preocupación sobre la polución química, la degradación del medio ambiente y los restos 
de pesticidas en los alimentos se ha traducido en una progresiva demanda de los 
llamados alimentos orgánicos, biológicos o ecológicos por parte del consumidor 
(Thakore, 2006).  
Actualmente existen regulaciones estrictas sobre el uso de pesticidas químicos, 
así como una fuerte presión política para la eliminación de los productos más tóxicos 
existentes en el mercado. Al mismo tiempo, diferentes organizaciones mundiales 
inciden en la importancia de optimizar la eficiencia en el uso de fertilizantes para evitar 
pérdidas y minimizar los impactos negativos de la utilización de abonos y pesticidas 
químicos. Con este fin, se han planteado una serie de directrices para la reforma de 
políticas que aseguren las buenas prácticas agrícolas, en las que se reconsiderará en qué 
medida el uso de estos productos está realmente justificada (FAO, 2010). Se aconsejan 
aproximaciones holísticas como la implementación de programas de manejo integrado 
de plagas y enfermedades (MIP, IPM en inglés). Estos programas combinan diferentes 
estrategias –biológicas, culturales, físicas y químicas– con objeto de reducir la 
dependencia a los pesticidas químicos y promover el crecimiento de cultivos sanos, sin 
perder de vista la importancia de los procesos biológicos que se dan en el suelo, así 
como la conservación de la biodiversidad para aumentar la productividad.  
La mayor demanda de alternativas sostenibles que mejoren la productividad 
agrícola, preservando la biodiversidad, ha impulsado la investigación y desarrollo de 
nuevos productos eficaces, seguros y respetuosos con el medio ambiente. Dentro de las 
nuevas perspectivas que ofrece la biotecnología agrícola se encuentra el uso controlado 
de microorganismos. Los efectos beneficiosos de ciertos microorganismos sobre los 
cultivos se pueden aprovechar para desarrollar bioinoculantes que permitan promover 
el crecimiento de las plantas, protegerlas frente al ataque de fitopatógenos y reducir el 
estrés generado por factores bióticos, abióticos y fisiológicos (Berg, 2009). En este 
sentido, una explotación racional de la interacción planta-microorganismo podría 
ayudar a transformar la agricultura. El aprovechamiento de las capacidades naturales 
de los microorganismos para mitigar el daño generado por distintos tipos de estreses, 
así como para promover el crecimiento de plantas e incrementar los rendimientos de 
los cultivos, ofrece la oportunidad de mantener la biodiversidad y de proteger la salud 
humana y el medioambiente. De hecho, la creciente demanda de bioinoculantes se ha 
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 Antecedentes 
reflejado en una rápida expansión del mercado mundial de biopesticidas, con un 16,1% 
de tasa de crecimiento anual estimada para el periodo 2012-2017 (Bolckmans, 2008; 
Lehr, 2012). 
El uso de microorganismos beneficiosos presenta una serie de ventajas sobre la 
utilización de fertilizantes y pesticidas químicos convencionales: son más seguros, 
debido a su limitada toxicidad; son efectivos a bajas dosis, lo que implica una menor 
exposición al producto; no se acumulan en la cadena alimentaria ya que su rápida 
descomposición supone una disminución de residuos edáficos, acuíferos y atmosféricos; 
no eliminan organismos beneficiosos del suelo, ya que presentan una actividad 
antagonista más específica; no promueven el desarrollo de resistencia en los patógenos; 
y su producción es más barata y estable ante los cambios de precio de los combustibles 
fósiles (Thakore, 2006; Berg, 2009).  
Se sabe que los mecanismos por los que las interacciones planta-
microorganismo favorecen la productividad agrícola son múltiples (Avis y col., 2008), 
y que dependiendo del modo de acción del microorganismo utilizado para la 
formulación del producto, estos pueden funcionar como biocidas, fertilizantes, 
fitoestimulantes y/o vigorizantes. No obstante, para alcanzar una intensificación 
sostenible de la producción agrícola y, a su vez, poder mitigar los efectos del cambio 
climático sobre los cultivos, es necesario un mayor entendimiento de los procesos 
biológicos involucrados en las prácticas agrícolas. La incorporación de principios 
científicos derivados de la investigación interdisciplinar y de la aplicación de las nuevas 
aproximaciones tecnológicas conocidas como "ómicas" promete el desarrollo de 
formulaciones microbianas con efectos más predecibles y constantes sobre la 
producción de los cultivos (Glare y col., 2012). La identificación de los diferentes 
mecanismos que rigen las interacciones planta-microorganismo facilitará la selección 
de cepas microbianas que combinen diversos atributos para conseguir un mayor 
espectro de acción. Resulta prioritaria la disponibilidad de cepas que puedan incluirse 
en programas MIP,  así como cepas de control biológico que sean tolerantes a 
pesticidas químicos, o que favorezcan un aprovechamiento eficiente de los fertilizantes 
químicos por parte de la planta para poder reducir el uso de los mismos (Adesemoye y 
Kloepper, 2009; Adesemoye y col., 2009). Tampoco debe descuidarse el estudio de los 
procesos de producción de biomasa microbiana, formulación y aplicación del producto e 
interacciones entre distintas cepas, teniendo en cuenta la importancia de desarrollar 
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una adecuada mercadotecnia y la necesidad de crear una conciencia ambiental en los 
agricultores y consumidores finales (Kamilova y Bruyne, 2013; Walters y col., 2013). 
Existe una gran diversidad de microorganismos cuyos efectos beneficiosos 
sobre las plantas están siendo explotados a nivel agrícola mediante la aplicación de 
bioinoculantes (Avis y col., 2008; Berg, 2009). Entre ellos se encuentran los 
fertilizantes pertenecientes a especies bacterianas de los géneros Azospirillum, Bacillus, 
Pseudomonas y Rhizobium; así como hongos micorrízicos de los géneros Glomus o 
Laccaria. Entre los agentes de control biológico destacan bacterias como Bacillus 
thuringiensis y hongos de los géneros Beauveria y Metarhizium, por su capacidad 
bioinsecticida; hongos de los géneros Arthrobotrys y Dactylella, como bionematicidas; y 
hongos de los géneros Cryphonectria, Phanerochaete, Coniothyrium, Clonostachys y 
Trichoderma, como biofungicidas. 
En el caso de Trichoderma spp., además de su capacidad de actuar como 
biofungicidas, pueden actuar como bioestimulantes y biofertilizantes. Así, debido a sus 
múltiples efectos beneficiosos sobre los cultivos, ya sea en presencia o en ausencia de 
patógenos, el uso de productos comerciales basados en especies fúngicas pertenecientes 
al género Trichoderma constituye una alternativa prometedora que cada vez está 
recibiendo mayor atención en agricultura (Verma y col., 2007; Saba y col., 2012). Tanto 
es así que más del 60% de los biopesticidas basados en especies fúngicas registrados en 














































1.  EL GÉNERO Trichoderma 
El género Trichoderma comprende, en su mayoría, especies de hongos capaces 
de desarrollarse rápidamente sobre sustratos muy diversos y de producir abundantes 
conidios (esporas asexuales) de color verde (Figura 1A). El micelio se caracteriza por 
poseer hifas más o menos ramificadas, tabicadas y con más de un núcleo por célula. Los 
conidióforos se ramifican siguiendo un patrón repetitivo con aspecto piramidal, y 
terminan en una o más fiálides (Figura 1B). Los conidios, producidos a partir de los 
conidióforos, son generalmente elípticos, de paredes lisas y uninucleados (Figura 1C). 
Bajo ciertas condiciones de estrés también se pueden formar estructuras asexuales de 
resistencia denominadas clamidosporas. Estas se forman en el micelio, son globosas, 
con pared gruesa y rugosa, y tienen gran importancia para la supervivencia del hongo 
(Gams y Bissett, 1998). El número de cromosomas por núcleo y el tamaño total del 
genoma varía según la especie, habiéndose descrito la presencia de 2 a 7 cromosomas 
(Lorito y col., 2010). A partir de los genomas de las distintas 
especies de Trichoderma secuenciadas hasta el momento (ver apartado 4 de esta 
Introducción), se ha determinado un tamaño de 31,7 a 40,98 Mpb (Mukherjee y col., 












Figura 1. Morfología de Trichoderma  harzianum. A: Aspecto de una colonia de T. 
harzianum CECT 2413 en medio PDA. B: Conidióforos ramificados (tomada de 
Samuels y col., 2011). C: Conidios observados al microscopio óptico (400x). 
 
1.1.  Diversidad ecológica 
Trichoderma es un género fúngico cosmopolita. Su amplia distribución permite 
hallar especies en todas las latitudes y bajo diferentes condiciones climatológicas 
(Samuels, 2006). Su habilidad para utilizar múltiples sustratos y sus distintas formas de 
vida ponen de manifiesto su naturaleza oportunista y su versatilidad para adaptarse a 
A B C
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distintas condiciones ecológicas (Harman y col., 2004; Druzhinina y col., 2011, 2012; 
Chaverri y Samuels, 2013). Aunque comúnmente se consideran hongos del suelo, por 
encontrarse de manera habitual tanto en suelos agrícolas, forestales o en pastizales, se 
han aislado especies en hábitats y nichos muy diversos.  
Entre los hongos saprófitos más comúnmente aislados figuran especies del 
género Trichoderma que, al alimentarse de residuos vegetales como madera, cortezas y 
hojarasca, participan en la descomposición de materia orgánica en el suelo. El género 
también comprende especies que se comportan como biotrofas ya que pueden 
establecer asociaciones simbióticas, tanto de parasitismo como de mutualismo. Como 
parásitos, pueden vivir a expensas de otros hongos (micoparásitos) debido a su 
capacidad micotrófica. El parasitismo alcanza especial relevancia en agricultura cuando 
la presa parasitada es un organismo fitopatógeno, puesto que contribuye al control de 
las enfermedades de las plantas. Como mutualistas, las especies de Trichoderma tienen 
la capacidad de comportarse como simbiontes oportunistas avirulentos de las plantas 
(Harman y col., 2004). La asociación simbiótica Trichoderma-planta se puede establecer 
a nivel del sistema radical (especies rizocompetentes) así como con la parte aérea y, 
dependiendo de la cepa, puede ser a nivel superficial o a nivel endofítico (Yedidia y col., 
1999; Bailey y col., 2008, 2009). De este modo, las especies de Trichoderma reciben 
nutrientes exudados por las plantas y un nicho seguro para colonizar, mientras que la 
planta recibe protección frente a estreses bióticos y abióticos, a la vez que se ve 
favorecida en su crecimiento y desarrollo. Teniendo en cuenta los diferentes estilos de 
vida del género Trichoderma, la rizosfera representa un nicho ideal para especies 
rizocompetentes ya que en ella se pueden alimentar de otros hongos –vivos o muertos–
, aprovechar los nutrientes exudados por las raíces vegetales y asociarse con las 
mismas, brindando así oportunidades para los dos tipos generales de estrategias 
nutricionales generales mencionadas (biotrofismo y saprofitismo). Cabe indicar que, si 
se considera que muchas especies de Trichoderma también pueden alimentarse de restos 
de otros hongos, lo más apropiado sería definir el estilo de vida del género como 
micotrófico más que micoparasítico por ser el primero un término que incluye ambas 
estrategias nutricionales (Druzhinina y col, 2011). 
Avances recientes en ecología molecular y genómica comparada apuntan al 
micoparasitismo como la forma de vida ancestral de Trichoderma spp. (Kubicek y col., 
2011). Se ha propuesto que los atributos relacionados con la micotrofía (como el gran 
arsenal de enzimas hidrolíticas y metabolitos secundarios típicos del micoparasitismo) 
 





junto con un amplio oportunismo ambiental, habrían llevado a ciertas especies de este 
género a cambiar su forma de vida con el fin de habitar nichos ecológicos alternativos, 
favoreciendo consecuentemente la evolución de su interacción con animales y plantas 
(Druzhinina y col, 2011; Chaverri y Samuels, 2013). Por ejemplo, en el caso de la 
interacción beneficiosa Trichoderma-planta, el micoparásito habría llegado a la rizosfera 
atraído por la presencia de presas fúngicas potenciales, así como por los nutrientes 
exudados por las raíces, y posteriormente habría terminado por colonizar el sistema 
radical, convirtiéndose en una especie mutualista. En la misma línea estarían otras 
especies que, atraídas por la presencia de hongos micorrízicos, distribuidos sobre la 
superficie externa de las raíces, se habrían valido del micelio de estos hongos con el fin 
de penetrar dentro de las mismas, convirtiéndose así en especies endófitas. Del mismo 
modo, especies como T. harzianum habrían pasado de parasitar únicamente a otros 
hongos a parasitar también huevos de nematodos, convirtiéndose así en especies 
nematófagas. En el caso de T. longibrachiatum habría llegado a causar micosis invasivas 
en pacientes inmunodeprimidos gracias a su oportunismo y resistencia a agentes 
antifúngicos (Kredics y col., 2003). Esta resistencia podría haber sido adquirida como 
un resultado adaptativo a los metabolitos de defensa producidos por sus presas durante 
el ataque micoparasítico. Otro ejemplo lo representan las especies saprófitas, como T. 
reesei, que habrían pasado de alimentarse de otros hongos a alimentarse de la madera en 
donde originalmente encontraban y atacaban a sus presas. La hipótesis de que las 
formas de vida de T. reesei, T. longibrachiatum y ciertas especies endofíticas sean 
relativamente recientes dentro del género Trichoderma se ve respaldada por la 
ubicación de estas especies en posiciones aisladas y terminales de los árboles 
filogenéticos (Druzhinina y col., 2011).  
 
1.2.  Diversidad taxonómica 
El género Trichoderma agrupa especies de hongos filamentosos anamórficos 
(mitóticos) tradicionalmente clasificados de forma artificial dentro de la División 
Deuteromicota por carecer de reproducción sexual (estado teleomórfico o meiótico). Su 
ciclo de reproducción asexual alterna entre micelio y conidios producidos a partir de 
células desnudas sin la envoltura adicional de un cuerpo fructífero, agrupándose así 
dentro de la Clase de los Hifomicetos. La relación anamorfo-teleomorfo entre los 
géneros Trichoderma e Hypocrea fue reconocida hace aproximadamente 150 años a nivel 
morfológico pero se confirmó a nivel molecular hace solo 19 años (Rehner y Samuels, 
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1995). Diversos trabajos han demostrado que las especies de Trichoderma son 
derivados clonales del género Hypocrea que han perdido la capacidad de completar un 
ciclo sexual (Kuhls y col., 1996; Chaverri y col., 2001; Chaverri y Samuels, 2002). 
Actualmente, el género Trichoderma se clasifica dentro de la División Ascomicota, 
caracterizada por presentar ciclo sexual y reproducción mediante ascosporas (esporas 
sexuales). Dado que las últimas disposiciones del Código Internacional de 
Nomenclatura Botánica para algas, hongos y plantas (CINB) estipulan que únicamente 
debe utilizarse un nombre científico para cada especie fúngica, se ha recomendado que 
el uso del nombre Hypocrea sea descontinuado en favor de Trichoderma (Rossman y col., 
2013).  
El género Trichoderma originalmente agrupaba diversas secciones siguiendo 
criterios morfológicos (Rifai, 1969; Bissett, 1991), que por lo general resultaban 
imprecisos e ineficaces para diferenciar especies o clasificar nuevos aislamientos dentro 
de los grupos establecidos. Actualmente, gracias al uso de técnicas moleculares, los 
diversos grupos taxonómicos se están definiendo de manera más precisa. Los estudios 
basados en la secuenciación de regiones de ADN han revelado que el ordenamiento 
inicial de especies dentro de secciones definidas morfológicamente no era correcto y 
que las especies individuales habían sido concebidas de manera muy amplia. A medida 
que más especies se han ido incluyendo en los análisis filogenéticos, las secciones 
originales han ido perdiendo su significado, se han encontrado nuevos grupos y el 
género se ha tornado más complejo. De este modo, la continua búsqueda de 
aislamientos fúngicos en nuevos ecosistemas somete a la sistemática de este género a 
constantes cambios, razón por la cual hoy en día no se dispone de ninguna subdivisión 
formal del género Trichoderma o Hypocrea (Samuels, 2006). En 2006, el género 
Trichoderma ya comprendía 100 especies (Druzhinina y col., 2006) y desde entonces el 
árbol filogenético ha seguido creciendo. La identificación fiable de nuevas especies se 
ha visto facilitada gracias al desarrollo de herramientas bioinformáticas como 
TrichOKEY y TrichoBLAST, disponibles en el sitio http://www.isth.info (Druzhinina 
y col., 2005; Kopchinskiy y col., 2005). Hoy en día, la Subcomisión Internacional de 











2.  APLICACIONES DEL GÉNERO Trichoderma 
Muchas especies del género Trichoderma poseen atributos que las convierten en 
organismos con gran potencial biotecnológico (Schuster y Schmoll, 2010). A nivel 
industrial destaca T. reesei, especie que se caracteriza por su gran habilidad para 
producir enzimas celulolíticas y hemicelulolíticas, que ha sido ampliamente utilizada en 
áreas tan diversas como la industria papelera, alimentaria, farmacéutica, textil, así 
como en la producción de biocombustibles de segunda generación (Seiboth y col., 
2011). Además, su extraordinaria capacidad para secretar proteínas la convierte en una 
de las especies de hongos filamentosos más explotadas como "fábrica celular" para la 
producción de proteínas heterólogas (Nevalainen y Peterson, 2014). Por otra parte, 
también pueden ser utilizadas como coadyuvantes durante la utilización de especies 
vegetales como biofactorias (Ming y col., 2013). 
Recientemente se ha demostrado la utilidad de T. reesei y de otras especies como 
T. viride y T. asperellum en el campo de la nanotecnología, para la biosíntesis de 
nanopartículas de oro y de plata (Mukherjee y col., 2008; Vahabi y col., 2011; Mishra y 
col., 2014). 
Algunas especies de Trichoderma, como T. harzianum, resultan potencialmente 
útiles en la bioremediación de ambientes terrestres y acuáticos contaminados con 
distintos compuestos tóxicos como hidrocarburos de petróleo, pesticidas químicos, 
metales pesados y cianuro (Tripathi y col., 2013b). 
Una de las aplicaciones por las que más interés despierta el género Trichoderma 
recae en el ámbito de la biotecnología agrícola. La habilidad de ciertas especies para 
controlar enfermedades de plantas así como para estimular su crecimiento y desarrollo 
explica el creciente uso de estos microorganismos en agricultura (Harman y col., 
2010). 
 
3.  Trichoderma spp. COMO AGENTES DE CONTROL BIOLÓGICO 
(ACBs) 
El término control biológico o biocontrol fue definido por la Academia Nacional 
de Ciencias de los Estados Unidos como: "la utilización de organismos naturales o 
modificados, genes, o productos génicos, para reducir los efectos de organismos indeseables y 
para favorecer organismos útiles para el hombre, tales como cultivos, árboles, animales y 
microorganismos beneficiosos" (NAS, 1987). Según esta definición, que da cabida a las 
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técnicas de biología molecular aplicadas a la biotecnología, la obtención de cultivares 
genéticamente resistentes a una enfermedad también sería una forma de control 
biológico. Lo que denominamos actualmente control biológico en agricultura hace 
referencia, en líneas generales, "al empleo de microorganismos vivos, o sus productos, con 
capacidad de reducir la población de organismos fitopatógenos y plagas agrícolas potenciales y, 
a su vez, de favorecer el crecimiento y rendimiento de los cultivos".  
El potencial de algunas especies de Trichoderma como ACBs fue descrito por 
primera vez hace ya más de 80 años (Weindling, 1932), y desde entonces se ha 
comprobado la capacidad de numerosas cepas para antagonizar una larga lista de 
organismos fitopatógenos, empleando para ello distintos mecanismos de acción. Estas 
cepas pueden proteger a los cultivos de enfermedades causadas por ascomicetos, 
basidiomicetos y oomicetos (Monte, 2001). También se ha demostrado que muchas de 
ellas resultan útiles para el control de nematodos (Siddiqui y col., 2001; Sharon y col., 
2001) y, que incluso, algunas podrían servir para el desarrollo de nuevas estrategias 
para el control de plagas de áfidos (Battaglia y col., 2013). Además, gracias a la 
tolerancia que presentan algunas cepas de Trichoderma a diversos fungicidas químicos 
utilizados en el campo (Papavizas y Lewis, 1983; Mukherjee y col., 1999) y al efecto 
sinérgico de ambos tipos de tratamientos, es posible utilizar con éxito estos ACBs en 
programas MIP, con el fin de reducir la dosis de agroquímicos hasta niveles subletales.  
 Aunque el género Trichoderma comprende una gran cantidad de especies 
(apartado 1.2 de esta introducción), el estudio de las propiedades como ACBs se ha 
centrado en unas pocas, destacando T. atroviride, T. virens, T. viride, T. hamatum y T. 
harzianum (Benítez y col., 2004).  
Se han descrito diferentes mecanismos mediante los cuales las especies de 
Trichoderma pueden actuar como ACBs y favorecer a los cultivos (Benítez y col., 2004; 
Harman y col., 2004). Las distintas estrategias, descritas a continuación, no son 
excluyentes entre sí y dependen tanto de la cepa de Trichoderma utilizada, de la planta, 
del patógeno diana, así como de las condiciones ambientales. 
 
3.1. Micoparasitismo  
El micoparasitismo se entiende como el ataque de un hongo a otro hongo para 
usarlo como alimento. Los eventos que conlleva el micoparasitismo ejercido por 
Trichoderma spp. son complejos, ocurren de manera sucesiva y van desde la percepción 
de la presencia de la presa hasta su aniquilación (Figura 2). En primer lugar, antes de 
 





que haya contacto físico, las cepas de Trichoderma perciben a su presa y comienzan a 
crecer hacia esta por tropismo (Chet y col., 1981). Este reconocimiento remoto se debe, 
al menos parcialmente, a la expresión secuencial de enzimas hidrolíticas que degradan 
la pared celular de los hongos atacados (CWDEs, Cell Wall Degrading Enzymes). 
Aunque las diferentes cepas de Trichoderma pueden seguir distintos patrones de 
inducción de CWDEs, parece ser que siempre tiene lugar la producción constitutiva, 
aunque a bajos niveles, de una exoquitinasa (nag1). La difusión de esta enzima provoca 
la liberación de quitooligómeros de la pared celular de la presa y estos compuestos, a su 
vez, inducen en las cepas de Trichoderma la expresión de endoquitinasas (Brunner y 
col., 2003). Estas enzimas, tras su secreción, difunden e inician la degradación de la 
pared celular de la presa antes de que se haya establecido el contacto físico (Zeilinger y 
col. 1999; Viterbo y col., 2002a). Además de quitooligómeros también tiene lugar la 
liberación de péptidos que son capaces de fijarse a receptores acoplados a proteínas G –
proteínas transductoras de señales que llevan información desde el exterior de la célula 
hacia el interior– ubicados en la superficie de las hifas de Trichoderma spp. 
Consecuentemente, se activa una cascada de señalización en la que participan proteínas 
G y proteínas quinasa activadas por mitógenos (MAPKs, Mitogen-Activated Protein 
Kinase) que conducen a la modulación de factores de transcripción. Estos factores 
incrementan la expresión de genes que codifican enzimas de biosíntesis de metabolitos 
secundarios y de CWDEs.  
Una vez que los dos hongos han entrado en contacto, el micoparásito se adhiere 
a la superficie de su presa. El proceso de adherencia está mediado por proteínas que 
contienen motivos de unión a celulosa presentes en las hifas del micoparásito y por 
lectinas presentes en las hifas de la presa (Inbar y Chet, 1995). Posteriormente, el 
micoparásito se enrosca alrededor de la presa y forma estructuras especializadas tipo 
apresorios con las que produce orificios en las hifas permitiendo así su penetración al 
lumen de la presa (Inbar y col., 1996). Durante la interacción, el micoparásito secreta 
numerosas CWDEs como quitinasas, glucanasas y proteasas (Viterbo y col., 2002b), así 
como antibióticos que actúan sinérgicamente para lograr degradar la pared celular de 
la presa y digerir su contenido intracelular (Schirmböck y col. 1994; Lorito y col., 
1996). Al mismo tiempo, la presa responde secretando metabolitos secundarios 
(Aliferis y Jabaji, 2010) y especies reactivas del oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species) 
(Papapostulou y Georgiou, 2010) que inducen respuestas de desintoxicación y de estrés 
en las cepas de Trichoderma (Seidl y col., 2009b; Ruocco y col., 2009). 
















Figura 2. Representación esquemática del proceso micoparasítico llevado a cabo por 
especies de Trichoderma (Druzhinina y col., 2011). Gpr1, receptor acoplado a proteínas 
G; MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase; FTs, factores de transcripción; CWDE, 
Cell Wall Degrading Enzymes.  
 
 
3.2.  Antibiosis  
La antibiosis consiste en la inhibición del crecimiento de un organismo por el 
producto metabólico de otro sin que el contacto físico entre ambos organismos sea 
estrictamente necesario. Según se mencionó anteriormente, hay cepas de Trichoderma 
que no solo disponen de enzimas con capacidad antagonista, sino de numerosos 
metabolitos secundarios con efecto antibiótico. La producción de antibióticos depende 
tanto de la cepa de Trichoderma como del organismo a antagonizar (Vinale y col., 
2009). Por lo general, una cepa es capaz de producir varios tipos de antibióticos, lo que 
dificulta el poder relacionar la acción de un determinado metabolito con su actividad 
como ACB. Entre los más representativos del género se encuentran las pironas, 
terpenos (ej. trichotecenos), poliquétidos y péptidos no ribosómicos (ej. gliotoxina, 
gliovirina y peptaiboles) (Mukherjee y col., 2012). 
La distinta naturaleza química que presentan estos antibióticos sugiere dos 
mecanismos de acción (Vinale y col., 2008). Por un lado, los metabolitos de bajo peso 
molecular, no polares y volátiles, como la 6-pentil-α-pirona (6PP), son producidos a 
altas concentraciones en el suelo, e implican un rango de acción a larga distancia sobre 
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la comunidad microbiana que habita en la rizosfera. Por otro lado, se consigue un 
efecto a corta distancia por la acción de antibióticos polares, como los peptaiboles, que 
actúan en la proximidad del sitio de producción, basando su efecto antibiótico en la 
inducción de apoptosis (Shi y col., 2012). El mencionado sinergismo existente entre las 
CWDEs y los antibióticos está estrechamente relacionado con su  mecanismo de acción 
(Lorito y col., 1996). 
 
3.3.  Competición con el patógeno  
La colonización exitosa de un hábitat determinado por parte de un organismo 
depende de su potencial para defender su nicho ecológico y prosperar, a pesar de la 
competición por los recursos (nutrientes, oxígeno, espacio físico, luz, etc.) con otros 
organismos. Existen especies del género Trichoderma que son verdaderos ases en esta 
contienda, gracias a su rápido crecimiento y a su capacidad para hidrolizar diversos 
sustratos (Harman, 2006). La ubicuidad de las especies de Trichoderma en el suelo es 
una prueba de que son buenas competidoras por el espacio y por los recursos 
nutritivos. Se han documentado numerosos casos en los que se alude a la competencia 
como responsable directo del efecto antagonista de estos hongos. No obstante, aún no 
se ha determinado si estas especies son capaces de ejercer su acción antagonista solo a 
través de la competición o si, por el contrario, otros mecanismos, como el 
micoparasitismo o la antibiosis, preparan el terreno para que la competición se lleve a 
cabo de una forma más eficaz (Harman, 2000). 
 
3.4.  Inducción de mecanismos de defensa en las plantas 
La capacidad de distintas cepas de Trichoderma para actuar como ACBs fue 
atribuida durante mucho tiempo al efecto directo que estas ejercían en los organismos 
fitopatógenos que viven en el suelo mediante el uso combinado de los mecanismos 
anteriormente mencionados. Sin embargo, hoy en día se sabe que los efectos 
beneficiosos de estos ACBs sobre las plantas no se limitan a sus propiedades 
antagónicas, y que además de los efectos directos que ejercen sobre la estructura y 
actividad de microorganismos fitopatógenos y nematodos, estos ACBs pueden también 
interactuar de manera íntima con las plantas y estimular sus mecanismos de defensa, 
así como su crecimiento y desarrollo (Harman y col., 2004; Shoresh y col., 2010), 
dialogando molecularmente con ellas. Durante la asociación directa Trichoderma-planta 
se produce una reprogramación de la expresión génica de la planta que conduce a la 
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estimulación de sus sistemas de defensa, capacitándola para ejercer una respuesta 
mayor y más rápida ante el ataque de organismos fitopatógenos.  
Como parte de la respuesta inmune, las plantas han desarrollado sofisticados 
mecanismos de defensa que se inducen tras el reconocimiento de patrones moleculares 
asociados a microorganismos patógenos o beneficiosos (PAMPs/MAMPs, 
pathogen/microbe-associated molecular patterns) con el fin de protegerse de un potencial 
ataque (Jones y Dangl, 2006). Las moléculas endógenas liberadas por acción de dichos 
microorganismos, tales como oligómeros de la pared celular o fragmentos cuticulares, 
son también reconocidos por la planta como patrones asociados al peligro (DAMPs, 
danger-associated molecular patterns) (Dodds y Rathjen, 2010). Dichos patrones 
moleculares son capaces de desencadenar en las plantas la activación de distintas rutas 
de señalización mediadas por fitohormonas, como el ácido salicílico (SA), el ácido 
jasmónico (JA), el ácido abscísico (ABA) y el etileno (ET) (Pieterse y col., 2009). Una 
vez que estas rutas son activadas en el sitio de infección, se desata una respuesta 
sistémica en partes distales de la planta con el fin de proteger a los tejidos sanos de una 
subsecuente invasión.  
Se reconocen dos vías principales mediante las cuales se pueden inducir 
respuestas de defensa sistémica en plantas: (i) Resistencia Sistémica Adquirida (SAR); y 
(ii) Resistencia Sistémica Inducida (ISR). La respuesta SAR requiere la implicación del 
SA y es predominantemente efectiva contra fitopatógenos biotrofos (Durrant y Dong, 
2004). La respuesta ISR –originalmente definida como el resultado de la colonización 
de las plantas por ciertas rizobacterias no patógenas– no depende de la ruta de 
señalización del SA, sino del JA/ET y es efectiva contra fitopatógenos necrotrofos, 
heridas y ataque de insectos herbívoro (van Loon y col., 1998). En presencia de 
múltiples agresores estas rutas de señalización se pueden interconectar y actuar de 
modo antagónico o sinérgico, lo que demuestra que las plantas son capaces de regular 
y refinar su respuesta inmune (Pieterse y col., 2009). Entre el arsenal de respuestas de 
defensa activadas en las plantas tras el reconocimiento de los 
PAMPs/MAMPs/DAMPs (Hammond-Kosack y Jones, 1996), se encuentran: la 
respuesta hipersensible (HR), o muerte celular programada localizada en el sitio de 
infección para restringir el crecimiento del patógeno (Mur y col., 2008); la producción 
de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (ROS/RNS) (Molassiotis y 
Fotopoulos, 2011) y compuestos antimicrobianos; el refuerzo estructural del tejido 
vegetal mediante la formación de lignina; y la secreción de proteínas de defensa PR 
 





(Pathogenesis-Related Proteins) que presentan generalmente actividad antimicrobiana 
(van Loon y col., 2006).  
Durante la evolución de la interacción microorganismo-planta, los organismos 
fitopatógenos exitosos han ido adquiriendo proteínas efectoras que les permiten, no 
solo evadir la respuesta inmune de la planta hospedadora, sino modularla en su propio 
beneficio para crear un entorno adecuado para su proliferación. En el caso de 
microorganismos beneficiosos, al ser reconocidos inicialmente como potenciales 
invasores hostiles, también deben ser capaces de modular la respuesta inmune de la 
planta con el fin de garantizar el establecimiento de una asociación mutualista 
(Zamioudis y Pieterse, 2012). A su vez, las plantas han ido adquiriendo proteínas de 
resistencia (R), capaces de reconocer específicamente a las proteínas efectoras 
secretadas por el potencial agente fitopatógeno e inducir, consecuentemente, otra tanda 
de respuestas de defensa. Según el modelo de resistencia gen a gen, cuando los 
productos de los genes de avirulencia (genes Avr) secretados por el potencial 
organismo fitopatógeno interactúan con los productos de los genes de resistencia 
(genes R) secretados por la planta hospedadora, se activa la maquinaria de defensa de la 
misma, alcanzando esta un estado de resistencia (van der Biezen y Jones, 1998). Así, la 
consecución de resistencia dependerá de la carrera desatada entre la planta 
hospedadora y el microorganismo invasor tras su reconocimiento, es decir, del balance 
entre la habilidad del organismo fitopatógeno para suprimir el sistema inmune de la 
planta hospedadora y la capacidad de esta para reconocer al fitopatógeno y activar 
estrategias de defensa efectivas. De este modo, si el microorganismo invasor logra 
evadir el reconocimiento o si es capaz de contrarrestar las respuestas de defensa de la 
planta hospedadora, actuará como un patógeno virulento y la planta será susceptible a 
la enfermedad (reacción compatible). Por el contrario, si el microorganismo invasor no 
consigue escapar de las respuestas de defensa de la planta hospedadora, se impide el 
establecimiento de la enfermedad (reacción incompatible) y se tratará, por tanto, de un 
patógeno avirulento. La carrera coevolutiva entre microorganismos y plantas se puede 
entender mediante el modelo del zigzag propuesto por Jones y Dangl (2006). En la 
Figura 3 se representa a través de dicho modelo la activación/desactivación del 
sistema inmune de las plantas, tanto por parte de microorganismos fitopatógenos como 
por parte de ciertas cepas de Trichoderma capaces de modular la respuesta inmune de 
las plantas, ya sea amplificando su estado de inmunidad basal y/o reduciendo sus 
respuestas de susceptibilidad (Lorito y col., 2010).  















Figura 3. Cambios en la amplitud de la defensa de la planta frente al ataque de 
organismos fitopatógenos por la acción de cepas de biocontrol de Trichoderma (Lorito 
y col., 2010), representados mediante el modelo del zigzag propuesto por Jones y 
Dangl (2006). Las flechas azules delgadas indican la respuesta de defensa de la planta 
tras el reconocimiento de microorganismos fitopatógenos. Las flechas azules gruesas 
indican la respuesta de la planta en presencia de Trichoderma spp. En la primera fase, 
las plantas detectan los patrones moleculares asociados a microorganismos 
(PAMPs/MAPMs, Pathogen/Microbe-associated molecular patterns) mediante receptores 
transmembranales PRRs (pattern recognition receptors). En el caso de microorganismos 
fitopatógenos, este reconocimiento deriva en un estado de inmunidad denominado 
PTI (PAMP-triggered immunity) en el que se puede detener el proceso de colonización 
del microorganismo. En la segunda fase, los fitopatógenos exitosos pueden desplegar 
proteínas efectoras que contribuyen con su virulencia o que, alternativamente, 
interfieren con PTI, lo que conduce a un estado de susceptibilidad denominado ETS 
(effector-triggered susceptibility). En la tercera fase, un efector dado (proteína Avr) es 
específicamente reconocido, directa o indirectamente, por una de las proteínas NB-
LRR (nucleotide binding - leucine rich repeat) codificadas por los genes de resistencia R 
de la planta, reconocimiento que conduce nuevamente a un estado de inmunidad, 
denominado en este caso ETI (effector-triggered immunity). La respuesta ETI es una 
versión amplificada de la respuesta PTI, y, por lo general, deriva en un estado de 
resistencia al generar muerte celular en el sitio de la infección (HR, hypersensitive 
response). En la cuarta fase, la selección natural conduce a los fitopatógenos a evadir la 
respuesta ETI ya sea librándose del gen efector reconocido, diversificándolo o bien 
adquiriendo efectores adicionales capaces de suprimir el estado de inmunidad ETI. El 
proceso de selección natural favorece la incorporación de nuevos alelos R cuyos 
productos génicos son capaces de reconocer uno de los nuevos efectores adquiridos, de 
tal modo que la respuesta ETI pueda ser desencadenada nuevamente. En resumen, la 
amplitud final de la resistencia a la enfermedad o de la susceptibilidad es proporcional 
a [PTI-ETS+ETI]. En el caso del género Trichoderma, ciertas especies son capaces 
de incrementar el nivel de inmunidad basal mediante la producción de una variedad de 
MAMPs, cuyo reconocimiento conduce a la planta a un estado de inmunidad 
denominado MTI (MAMPs-triggered immunity) (MTI>PTI). Además, dichas especies 
tienen la habilidad de contrarrestar la acción de los efectores producidos por los 
fitopatógenos que causan ETS, limitando así la pérdida de resistencia y manteniendo, 
de este modo, la respuesta de la planta en un nivel por encima, o justo por debajo, del 
umbral de resistencia efectiva (<ETS). Algunas especies de Trichoderma también 
pueden aumentar ETI ya sea acelerando la respuesta de defensa (priming) o activando 
las respuestas de defensa mediante la producción de proteínas (Avr) específicamente 




































Se han identificado numerosos metabolitos primarios y secundarios que actúan 
como MAMPs o que liberan DAMPs durante la interacción Trichoderma-planta 
(Hermosa y col., 2013). Tras su reconocimiento, ocurre un cambio en el flujo 
intracelular de iones Ca2+ que desencadena la activación de las distintas rutas de 
señalización (Navazio y col., 2007). Inicialmente, se consideraba que la capacidad de las 
cepas de Trichoderma para inducir respuestas de defensa era vía ISR, es decir que 
involucraba las rutas de señalización de JA/ET (Shoresh y col., 2010), aunque cada vez 
se dispone de más evidencias que indican la existencia de un solapamiento entre las 
rutas JA/ET, SA y ABA (Korolev y col., 2008; Salas-Marina y col., 2011; Tucci y col., 
2011; Mathys y col., 2012). En este sentido, la resistencia sistémica inducida es un 
proceso flexible que involucra distintas rutas de señalización hormonal cuya 
activación/desactivación depende de muchos factores como la cepa de Trichoderma, de 
su concentración, del genotipo y estado fisiológico de la planta, del tiempo de 
interacción, así como del modo de acción del fitopatógeno. Más aún, las especies de 
Trichoderma tienen la capacidad de activar las defensas de las plantas para que estas 
respondan solamente tras el ataque del patógeno (Shoresh y col., 2010; Hermosa y col., 
2013). Este fenómeno se conoce como priming y se define como una condición 
fisiológica en la que las plantas son capaces de responder mejor y/o más rápido frente a 
estreses bióticos y abióticos (Conrath, 2011). Desde el punto de vista energético, el 
estado de priming reduce el coste metabólico que supone a las plantas mantener sus 
defensas activas en ausencia de organismos patógenos (van Hulten y col., 2006).  
 
3.5.  Promoción del crecimiento y desarrollo de las plantas 
El potencial de ciertas especies del género Trichoderma para proteger a las 
plantas del ataque de diversos microorganismos e incluso de nematodos es tan solo una 
parte de sus atributos como ACBs. La asociación directa Trichoderma-planta, además 
de inducir las defensas, puede estimular respuestas de crecimiento y desarrollo 
(Shoresh y col., 2010). El efecto promotor del crecimiento vegetal por parte de algunas 
especies de Trichoderma es un fenómeno ampliamente documentado y podría 
entenderse, en cierta medida, como una consecuencia indirecta de la capacidad de estas 
para controlar agentes fitopatógenos menores, degradar compuestos del suelo que 
resultan tóxicos para las plantas y/o protegerlas frente a otros tipos de estrés. Sin 
embargo, se ha visto que también pueden promover crecimiento en circunstancias en 
las que las plantas no están sometidas a ningún estrés, lo cual indica que son capaces de 
ejercer un efecto directo sobre el crecimiento y el desarrollo vegetal. De hecho, se ha 
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comprobado que algunas cepas de Trichoderma son capaces de estimular el sistema 
respiratorio y fotosintético de las plantas, lo cual se traduce en una mayor 
disponibilidad de carbono y energía para crecer.  
Se han propuesto dos mecanismos generales de acción como responsables del 
efecto biofertilizador por parte de especies rizocompetentes de Trichoderma: (i) 
producción de factores de crecimiento como hormonas y otros metabolitos secundarios, 
y/o regulación de los niveles de estos compuestos en la planta (Contreras-Cornejo y 
col., 2009; Viterbo y col., 2010; Vinale y col., 2012); (ii) incremento de la disponibilidad 
de nutrientes mediante su solubilización (Altomare y col., 1999; Qi y Zhao, 2013; 
Vinale y col., 2013).  
 
4.  SIMBIOSIS MULTIFUNCIONAL Trichoderma-PLANTA  
Tradicionalmente, las especies del género Trichoderma eran consideradas como 
hongos saprófitos del suelo, de vida libre, cuya habilidad para parasitar a hongos 
fitopatógenos dio lugar a su uso como ACBs. Posteriormente, han sido definidas como 
simbiontes oportunistas avirulentos de plantas por su capacidad de asociarse de manera 
íntima con las raíces vegetales y, como resultado, promover el crecimiento de los 
cultivos y estimular sus respuestas de defensa frente al estrés biótico generado tras el 
ataque de organismos fitopatógenos y plagas (Harman y col., 2004). Hoy en día, se han 
redefinido como simbiontes multifuncionales antiestrés debido a los múltiples efectos 
beneficiosos que le brindan a los cultivos (Harman, 2011) (Figura 4). 
 
4.1.  Establecimiento de la asociación simbiótica Trichoderma-planta 
El establecimiento de la asociación simbiótica entre las especies 
rizocompetentes de Trichoderma y las plantas se inicia con el reconocimiento de las 
raíces. Se ha sugerido que la sacarosa exudada por las raíces juega un papel crucial en 
la señalización e iniciación de la colonización y que su metabolismo está implicado en la 
regulación de este proceso (Vargas y col., 2011). Aparentemente, durante las etapas 
iniciales de la interacción, un transportador de origen fúngico media el transporte 
activo de sacarosa desde la rizosfera hacia las células fúngicas. Una vez que la molécula 
de sacarosa se encuentra en el interior celular es metabolizada por la acción de una 
invertasa. El siguiente paso tras el reconocimiento es la colonización del sistema 
radical, proceso que implica la adherencia del micelio a la superficie de las raíces y la 
penetración física de las mismas. Habitualmente, el hongo crece en contacto con la 
 





exodermis de la raíz y se mantiene adherido a esta gracias a la acción de hidrofobinas 
(Viterbo y Chet, 2006). Posteriormente, el hongo penetra el tejido de la raíz sin 
degradar extensivamente las paredes celulares y se mantiene en las capas externas de 
la epidermis (Yedidia y col., 1999). La penetración se ve facilitada por la acción 
conjunta de CWDEs y de proteínas tipo expansinas que modifican la arquitectura de 
las paredes celulares (Brotman y col., 2008; Morán-Diez y col., 2009). Al parecer, con 
el propósito de garantizar la colonización, el hongo es capaz de reprimir 
transitoriamente las respuestas tempranas de defensa activadas en la planta tras el 
reconocimiento de los MAMPs/DAMPs (Morán-Diez y col., 2012; Brotman y col., 
2013). La planta, por su parte, en un proceso mediado por SA (Alonso-Ramírez y col., 
2014), refuerza sus paredes celulares y crea barreras estructurales confinando al hongo 
en los espacios intercelulares y en el córtex externo previniendo, de este modo, su 
ingreso en el sistema vascular (Yedidia y col., 1999; Chacón y col., 2007). Otra 
estrategia de defensa de la planta frente a la invasión del hongo es la producción de 
compuestos antifúngicos, de manera que el éxito de la colonización dependerá de la 
habilidad de cada cepa para tolerar los metabolitos tóxicos producidos por la planta ‒
habilidad asociada, al igual que en el proceso micoparasítico, con la presencia de 
transportadores ABC (ATP-Binding Cassette) (Woo y col., 2006; Ruocco y col., 2009)‒, 
así como de la habilidad para suprimir la producción de los mismos (Masunaka y col., 
2011).  
 
4.2.  Protección de las plantas frente a estreses abióticos y promoción del uso 
eficiente del nitrógeno 
La asociación simbiótica Trichoderma-planta puede proteger a los cultivos del 
efecto de diferentes tipos de estrés abiótico –como el estrés hídrico, salino y térmico– e 
incluso fisiológico –como el envejecimiento de semillas– mediante la activación de una 
maquinaria antioxidante de defensa frente al daño oxidativo generado por la 
acumulación de ROS en las plantas durante el estrés y, a su vez, mediante la reducción 
de los niveles de etileno (Mastouri y col., 2010, 2012; Brotman y col., 2013; Contreras-
Cornejo y col., 2014). Además, ciertas especies de Trichoderma pueden paliar los efectos 
fitotóxicos ocasionados por metales pesados presentes en el suelo, no solo por su 
capacidad de metabolizar dichos compuestos, sino por incrementar el nivel de 
tolerancia de las plantas (Siddiquee y col., 2013; Tripathi y col., 2013a,b). Asimismo, la 
capacidad de Trichoderma spp. de degradar aleloquímicos exudados por las plantas 
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puede aliviar el estrés que supone la práctica del monocultivo (Chen y col., 2011b). Más 
aún, la simbiosis Trichoderma-planta promueve que las plantas operen de manera más 
eficiente a nivel metabólico, estimulando además del sistema fotosintético, el uso 
eficiente del nitrógeno (Shoresh y col., 2010). Todos estos efectos beneficiosos podrían 
llegar a ser aun más valiosos en agricultura que el propio control de enfermedades, 
pues no solo se traducen en la obtención de cultivos potencialmente más sanos y con 
mayores rendimientos sino que, a su vez, el uso eficiente de los recursos por parte de 
las plantas supone un menor requerimiento de fertilizantes químicos e implicaría 
menor contaminación del medio ambiente. No obstante, cabe resaltar que los efectos 
positivos observados como consecuencia de la simbiosis Trichoderma-planta depende 
tanto del genotipo del hongo como de la planta, del estado fisiológico de la misma, así 
como de la concentración de inóculo (Segarra y col., 2007; Tucci y col., 2011) y que, 
además, muchos de estos efectos positivos solo se consiguen cuando las plantas están 




Figura 4. Representación esquemática de los efectos beneficiosos globales de la 
interacción directa Trichoderma-planta (Shoresh y col., 2010).  PM, peso molecular; 
LRR, Leucine-Rich-Repeat; MAPK, Mitogen-Activated-Protein Kinase; JA, ácido 









5.  "ÓMICAS" EN Trichoderma spp. 
Desde el nacimiento de la biología molecular, los investigadores han planteado 
e intentado resolver los problemas biológicos estudiando la función de los genes y 
productos génicos de forma individualizada. Esta aproximación "reduccionista" ha 
demostrado ser enormemente fructífera y ha permitido descubrir numerosos principios 
biológicos, sin embargo, muchas preguntas fundamentales permanecen sin respuesta. 
Este hecho se debe a que la mayoría de productos génicos actúan de forma conjunta y, 
por tanto, los procesos biológicos deben considerarse como redes complejas cuyos 
componentes están interconectados (Ge y col., 2003). 
El término genómica hace referencia al estudio multidisciplinario de los 
genomas, y se puede abordar tanto a nivel estructural como funcional. A partir de este 
concepto han surgido otros términos, como transcriptómica, proteómica o 
metabolómica, que hacen referencia al estudio de las moléculas de ARN, proteínas y 
metabolitos, respectivamente, producidas por un organismo dado en un momento 
determinado y bajo condiciones definidas. Todas estas aproximaciones se basan en el 
desarrollo de tecnologías de procesamiento rápido y masivo de datos que reciben en 
conjunto el nombre genérico de "ómicas", campo en el que la bioinformática cumple un 
papel fundamental (Kanehisa y Bork, 2003; Yu y col, 2004). 
Los proyectos de secuenciación constituyen uno de los principales aportes a 
nivel genómico. En los últimos años se han liberado los genomas completos de ocho 
especies de Trichoderma de gran interés. La primera especie secuenciada fue T. reesei 
QM6a, caracterizada por su estilo de vida saprofítico y empleada a nivel industrial por 
su gran capacidad de secretar celulasas y hemicelulasas (Martínez y col., 2008). 
Adicionalmente, se secuenció el genoma de la cepa mutante hipersecretora T. reesei 
RUT-C30, obtenida a partir de la cepa silvestre QM6a y explotada para la producción 
de enzimas y proteínas recombinantes (Peterson y Nevalainen, 2012). Más 
recientemente se han secuenciado los genomas de cuatro especies micoparasíticas 
ampliamente utilizadas como ACBs: T. atroviride IMI 206040, T. virens Gv29-8, T. 
asperellum CBS 433.97 y T. harzianum CBS 226.95; así como los genomas de dos 
especies que actúan como patógenos en humanos: T. citrinoviride CBS 258.85 y T. 
longibrachiatum ATCC 18648. Las secuencias genómicas de estas especies se 
encuentran disponibles en el portal del DOE Joint Genome Institute  
(http://genome.jgi.doe.gov/Trichoderma/Trichoderma.info.html) (Grigoriev y col., 
2012). Además, se ha liberado el primer borrador del genoma de T. hamatum GD12, 
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especie con gran potencial agrícola por su capacidad de micoparasitar diversos 
fitopatógenos del suelo y, como otros ACBs de este género, también es capaz de 
promover el crecimiento de plantas e inducir resistencia sistémica frente a patógenos 
foliares. Su secuencia se encuentra depositada en la base de datos 
DDBJ/EMBL/GenBank bajo el número de acceso ANCB00000000 (Studholme y col., 
2013). Últimamente, se ha secuenciado el genoma de la cepa T. longibrachiatum SMF2, 
eficiente secretora de celulasas (Xie y col., 2014). 
La disponibilidad de los genomas completos de Trichoderma spp. ha permitido 
llevar a cabo estudios comparativos que han favorecido de forma considerable el 
entendimiento de la base genética que subyace tras sus distintos estilos de vida. Por un 
lado, el análisis comparativo del genoma de la especie saprofita T. reesei con los de las 
especies micoparásitas T. atroviride y T. virens no solo ha facilitado la identificación de 
genes que avalan un estilo de vida micoparasítico, sino que ha demostrado que dichos 
genes surgieron de un ancestro común y que posteriormente fueron perdidos en T. 
reesei (Ihrmark y col., 2010; Kubicek y col., 2011). Por otro lado, el análisis comparativo 
del transcriptoma de estas tres especies ha revelado que la habilidad de T. atroviride y 
T. virens de antagonizar hongos y oomicetos fitopatógenos recae en distintas 
estrategias de micoparasitismo que dependen más de la regulación de la expresión 
génica que de la presencia en su genoma de un repertorio de genes específicos de 
micoparasitismo (Atanasova y col., 2013). Recientemente se ha planteado que T. 
longibrachiatum también habría sufrido, al igual que T. reesei, la pérdida de genes 
implicados en micoparasitismo, pero que el estilo de vida saprofítico que caracteriza a 
ambas especies no se debe a dicha pérdida ni a la ganancia de genes implicados en la 
degradación de celulosa y hemicelulosa, sino a una mayor presión selectiva sobre estos 
genes que habría conducido a una optimización de su expresión génica y/o de la 
actividad de sus productos génicos (Xie y col., 2014). Además se ha demostrado que T. 
parareesei, la especie filogenéticamente más próxima a T. reesei, sí posee una importante 
actividad antagonista frente a organismos fitopatógenos (Rubio y col., 2014). Por su 
parte, la comparación de los genomas de T. reesei, T. atroviride y T. virens con el de T. 
hamatum ha permitido identificar regiones únicas que potencialmente podrían codificar 
nuevos metabolitos bioactivos responsables de los múltiples efectos beneficiosos de 
esta especie sobre los cultivos (Studholme y col., 2013). A su vez, el estudio 
comparativo del genoma de la cepa T. reesei QM6a con el de dos mutantes 
hipercelulolíticos obtenidos a partir de esta cepa (NG14 y RUT-30) ha hecho posible la 
 





identificación de mutaciones potencialmente relacionadas con la mayor capacidad 
secretora de las cepas mutantes (Le Crom y col., 2009). La disponibilidad de la 
secuencia del genoma de T. reesei QM6a también ha facilitado el estudio de la 
reproducción sexual en esta especie (Seidl y col., 2009a; Schmoll y col., 2010). Este 
avance abre la posibilidad para el desarrollo de programas de mejora genética mediante 
el cruce de cepas, ya sea tanto de T. reesei como de otras especies. Igualmente, el 
estudio de los genomas de T. citrinoviride y T. longibrachiatum, puede brindar pistas 
valiosas sobre los eventos evolutivos que han llevado a estas especies a invadir nuevos 
nichos y comportarse como patógenos.  
El advenimiento de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva (NGS, 
Next-Generation Sequencing) (Nowrousian, 2010), además de permitir la identificación 
de genes asociados con las propiedades beneficiosas o nocivas de Trichoderma spp. que 
podrían funcionar como marcadores rasgo-específicos para la rápida selección de cepas 
de interés industrial o agrícola, así como para el desarrollo de plantas transgénicas 
resistentes a estreses abióticos y bióticos, ofrece la oportunidad de descubrir, 
alternativamente a la vía proteómica, nuevos promotores fuertes, ya sean constitutivos 
o inducibles, que podrían utilizarse para la obtención de cepas de Trichoderma con 
características mejoradas.  
Uno de los mayores retos en esta era postgenómica será la rápida elucidación de 
la función de genes de Trichoderma spp. con potencial interés. Actualmente, la 
genómica funcional de hongos se apoya en el empleo de estrategias que permiten 
realizar análisis masivos, tales como la generación a gran escala de librerías de 
mutantes nulos y la  elaboración de bases de datos fenotípicas (Chen y col., 2011a; Son 
y col., 2011; Park y col., 2011). La aplicación de este tipo de estrategias para el análisis 
funcional en T. reesei es posible hoy en día gracias al reciente desarrollo de 
procedimientos para la construcción de mutantes nulos a gran escala (Schuster y col., 
2012). Además, resulta fundamental adquirir un conocimiento integral acerca de los 
mecanismos responsables de la regulación de la expresión génica, lo cual sería factible 
mediante el uso de técnicas optimizadas para la identificación a gran escala y con alta 
sensibilidad de elementos reguladores cis (Gorsche y col., 2014). Asimismo, la reciente 
identificación de milRNAs (microRNA-like small RNAs) en T. reesei supone un gran 
aporte para el estudio de la regulación génica en esta y otras especies de Trichoderma 
(Kang y col., 2013). 
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En definitiva, la ejecución de proyectos basados en herramientas "ómicas" 
constituyen una plataforma inestimable para la explotación del potencial genético de 
Trichoderma spp. De hecho, la información generada a partir de dichos proyectos ya 
está teniendo muchas aplicaciones de gran impacto agrícola (Lorito y col., 2010; 
Mukherjee y col., 2013). El mayor entendimiento obtenido acerca de los procesos 
micoparasítico y mutualista Trichoderma-planta se traduce en la reciente aparición en el 
mercado de productos de nueva generación formulados a base de cepas efectivas de 
Trichoderma que se caracterizan por ofrecer múltiples efectos beneficiosos a los cultivos 
(Harman y col., 2010; Lorito y col., 2010). La selección de estas cepas y la 
determinación de combinaciones apropiadas cepa-cultivar se ha visto favorecida no solo 
por la identificación de genes y metabolitos relevantes, sino por la caracterización de 
las rutas y mecanismos moleculares implicados en el control biológico. Gracias a la 
implementación de nuevos y mejores tratamientos basados en este tipo de productos 
junto con el desarrollo de técnicas adecuadas de manejo agrícola, se está consiguiendo 
una protección más eficiente de diversos cultivos así como una mayor productividad y 









































Como ha quedado reflejado en la Introducción General de esta memoria, la 
interacción directa Trichoderma-planta juega un papel fundamental en los múltiples 
efectos beneficiosos que las especies del género Trichoderma ejercen sobre los cultivos. 
Sin embargo, hoy en día apenas se conoce cómo se relacionan los mecanismos 
moleculares que subyacen tras dicha interacción. Entender cómo actúan las especies de 
Trichoderma a nivel molecular y qué factores intervienen en el establecimiento del 
diálogo con las plantas es primordial no solo para favorecer la rápida identificación de 
cepas efectivas y sus aplicaciones agrícolas, sino también para poner de manifiesto el 
potencial de mejora genética de las cepas naturales, así como de las plantas, con objeto 
de alcanzar un efecto biofertilizante, bioestimulante y bioprotector duradero frente a 
diversos tipos de estrés.  
 
Con estos antecedentes, el propósito del presente trabajo ha sido profundizar en 
los mecanismos moleculares implicados en la interacción Trichoderma-planta a 
través de una aproximación transcriptómica. A partir de este objetivo general se 
plantearon los siguientes objetivos específicos:  
 
1.  Diseño de un microarray de alta densidad de oligonucleótidos para especies del 
género Trichoderma, orientado a estudios de expresión génica: "Trichochip v. 
1.0".  
2.  Análisis de la respuesta transcriptómica de T. harzianum CECT 2413 en la 
interacción con plantas de tomate en comparación con otras condiciones 
nutricionales, utilizando el microarray desarrollado en el objetivo 1. 
3.  Identificación de genes inducidos en T. harzianum CECT 2413 en presencia de 
plantas de tomate, y caracterización biológico-funcional de los genes 
seleccionados (qid74 y asp1) mediante estrategias de sobreexpresión, 










































Capítulo I. Diseño de un microarray de alta densidad 
de oligonucleótidos para estudios de expresión génica en 
especies de Trichoderma: "Trichochip v. 1.0". 
Identificación de genes inducidos en T. harzianum 



















INTRODUCCIÓN         
Un microarray de ADN (también llamado gene chip o biochip) es un dispositivo de 
pequeño tamaño que contiene un gran número de moléculas de ADN 
(oligonucleótidos, ADNc, o productos de PCR) inmovilizadas de manera ordenada 
sobre un soporte físico (vidrio, plástico, silicio, etc.), formando una matriz de dos 
dimensiones (filas y columnas), con el que se puede obtener información acerca del 
material genético (secuencias, mutaciones, datos de expresión génica, etc.) de un 
organismo. En concreto, los "microarrays de expresión de alta densidad de 
oligonucleótidos" permiten medir la expresión de genes a escala genómica-
transcriptómica. Para ello, miles de fragmentos de ADNc marcados (por métodos 
enzimáticos, fluorescentes, etc.) -obtenidos como copias del ARNm total procedente de 
la muestra en estudio- se incuban sobre el panel de fragmentos de oligonucleótidos o 
"sondas" inmovilizadas en el microarray, produciéndose así la hibridación entre 
moléculas complementarias. Cada microarray contiene sondas con secuencias de todo el 
transcriptoma del organismo de interés. Al conjunto o serie de sondas que representan 
a las distintas regiones codificantes de cada gen se le denomina set de sondas. El diseño 
de las sondas y su producción son elementos clave a la hora de hacer posible la 
hibridación en el microarray. Sin la riqueza de conocimiento y datos de secuencias 
disponibles en las bases de datos y proyectos genómicos, la generación de estas sondas 
sería imposible. 
La elevada densidad de integración de los microarrays de oligonucleótidos se 
debe a su arquitectura ya que están divididos en un gran número de pequeñas celdillas 
(llegan incluso a los cientos de miles) que se utilizan como tubos de ensayo en los que 
se produce una reacción de hibridación. Cada celdilla contiene, a su vez, millones de 
copias idénticas de un oligonucleótido o sonda en particular (Figura 5). El análisis 
computacional de los datos generados a partir de todas las sondas hibridadas permite 
cuantificar la expresión de miles de genes simultáneamente en un solo microarray. Esta 
cuantificación será proporcional a la cantidad de ARNm transcrito de cada gen.  
De hecho, en el punto de partida de esta Tesis Doctoral, no se disponía del 
genoma anotado de ninguna de las especies de Trichoderma comúnmente utilizadas 
como ACBs. Por esta razón, en el presente trabajo nos propusimos desarrollar un 
microarray "hecho a medida" que incluyera sondas de ADN (oligonucleótidos) 
representativas de una amplia colección disponible de secuencias ESTs (Expressed 
Sequence Tag) de distintas especies de Trichoderma. Estas ESTs habían sido generadas 
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en un proyecto anterior (proyecto UE "TrichoEST: functional genomics and proteomics of 
Trichoderma antagonist strains for industry and agriculture"; Rey y col., 2004; Vizcaíno y 
col., 2006) que supuso un aporte fundamental para el estudio a nivel transcripcional de 
especies del género Trichoderma, al llevarse a cabo la secuenciación de más de 25.000 
ESTs de ocho especies diferentes representativas de la gran diversidad de este género 
(T. harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T. viride, T. longibrachiatum, T. virens, T. 
stromaticum y T. aggresivum). El proceso que se requiere para la obtención de una 
librería de ESTs se representa gráficamente en la Figura 6. Cabe resaltar que la 
mencionada colección de ESTs se generó a partir de 28 librerías de ADNc de especies 
de Trichoderma cultivadas en un amplio rango de condiciones de crecimiento, 
incluyendo condiciones relacionadas con el biocontrol. Adicionalmente, puesto que el 
único genoma completo disponible de una especie de Trichoderma en el momento de 
emprender este trabajo era el de la cepa saprófita T. reesei QM6a (Martínez y col., 
2008), se diseñaron sondas sobre las secuencias de todos los transcritos deducidos de 
dicho genoma, las cuales también fueron incluidas en el microarray. 
En el presente capítulo se resume someramente el proceso bioinformático 
llevado a cabo para el diseño y selección de las sondas que conformaron el llamado 
"Trichochip", en su versión 1.0, así como los resultados obtenidos tras su utilización en 
el estudio de la respuesta transcriptómica de la cepa T. harzianum CECT 2413 en 
presencia de plantas de tomate, quitina, glucosa o medio mínimo. El análisis se enfoca 



















































Figura 5. Representación esquemática de la arquitectura de un microarray de 
oligonucleótidos de alta densidad (con 385.000 celdillas). Cada celdilla contiene 
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(A)                 ADN genómico molde
(C)              ARNm
(B) ARN naciente
(E)            Librería de ADNc
(H)
(G) Amplia colección de ESTs
Transcripción











(i) Grupo de múltiples ESTs solapantes (contig)
(ii) Grupos de contigs






Figura 6. Esquema del proceso de generación de una librería de ESTs (tomado de 
Rudd, 2003). El ADN genómico molde (A) contiene elementos regulatorios y señales 
que definen la localización de un gen y que son reconocidos en la célula por la 
maquinaria de transcripción de ADN. La región codificante del gen se transcribe 
generando una molécula de ARN (B). El ARN naciente refleja la estructura del gen y 
contiene UTRs (Untranslated Regions), intrones (líneas azules entre los bloques 
verdes) y exones (bloques verdes). Tras el corte de intrones y empalme de exones se 
forman moléculas perfectas (C) o imperfectas de ARNm (D). Para la obtención de las 
librerías de ESTs se extrae el ARN total de la célula y a partir de este se genera una 
población de ADNc mediante el uso de un oligo poli-T (E). Puesto que las colas poli-
A de los extremos 3’ se utilizan como marcadores para la selección de los ARNm, los 
extremos 3’ tendrán mayor probabilidad de quedar representados dentro de la librería 
de ADNc que los extremos 5’. Posteriormente, la secuenciación de ADN tiene lugar 
desde ambos extremos del ADNc y, de este modo, se generan ESTs 5’ y 3’ (F). Estas 
secuencias se suman al conjunto de ESTs disponibles del organismo de interés y 
conforman una colección de ESTs (G). A continuación, mediante medios 
bioinformáticos se lleva a cabo el ensamblaje de secuencias solapantes con el fin de 
evitar redundancia. Como resultado del ensamblaje se obtienen secuencias únicas 
denominadas contigs (cuando resultan de dos o más ESTs) o singlets (ESTs 
individuales no solapantes) (H). El ensamblaje de un grupo de múltiples ESTs 
solapantes origina un contig extenso que puede representar fielmente la estructura 
génica (i). Grupos más reducidos de ESTs pueden originar pseudogrupos de contigs de 
menor longitud (ii) o bien puede que pocas ESTs formen pequeños contigs o que 
permanezcan como secuencias individuales (singlets) (iii).  
 





RESULTADOS         
1. DISEÑO Y COMPOSICIÓN DE UN MICROARRAY DE 
OLIGONUCLEÓTIDOS PARA ESPECIES DEL GÉNERO 
Trichoderma: "TRICHOCHIP v. 1.0" 
El proceso de diseño y selección de sondas, cuyos resultados se resumen a 
continuación, se llevó a cabo en estrecha colaboración con personal bioinformático 
experto que desarrolló algoritmos ad hoc en cada una de las siguientes etapas: 
 
(i) Ensamblaje de ESTs de diferentes cepas de Trichoderma: con el 
propósito de evitar la redundancia de secuencias debida a ESTs comunes 
entre las diferentes cepas de Trichoderma, en primer lugar se llevó a cabo un 
ensamblaje tipo CAP3 (Huang y Madan, 1999) con la colección completa de 
ESTs de partida de las distintas cepas (14.237 ESTs, ver apartado 7.1 de 
Materiales y Métodos), obteniéndose como resultado un total de 12.662 
ESTs teóricamente de secuencia única (3.152 contigs y 9.510 singlets).  
(ii) Generación de sondas: a partir de los 3.152 contigs y 9.510 singlets 
anteriores, así como del total de transcritos anotados en el genoma de T. 
reesei QM6a (9.129), se generaron todas las sondas posibles de 25 nucleótidos 
(25 mer). Como resultado de esta etapa se obtuvieron un total de 18.881.401 
sondas. 
(iii) Alineamiento: con el fin de evaluar la especificidad de las sondas generadas 
en el paso anterior, estas fueron alineadas con la totalidad de secuencias de 
partida. En este paso fueron descartadas por el algoritmo de selección todas 
aquellas sondas que no cumplieron con los criterios establecidos de unicidad 
y frecuencia, quedando así un total de 18.870.469 sondas.  
(iv) Depuración: la aplicación de diferentes filtros de calidad de secuencia 
(autocomplementariedad, contenido de GC de 40-60%, repetición 
consecutiva de nucleótidos menor a 5, contenido de cada nucleótido menor 
del 40% del tamaño de la sonda) dio como resultado un total de 6.060.523 
sondas que superaron dichos criterios. 
(v) Priorización: con objeto de ajustar las 6.060.523 sondas obtenidas en el paso 
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anterior a la capacidad del microarray (385.000 sondas), estas se sometieron a 
un proceso final de priorización. Para ello, las sondas fueron distribuidas 
uniformemente a lo largo de cada transcrito, de tal modo que cada uno 
estuviera representado en el microarray por un mínimo de 10 sondas (con 
excepción de aquellas en las que menos de 10 sondas hubieran pasado los 
criterios de selección previos). De este modo se seleccionaron un total de 
384.659 sondas diferentes [disponibles en la base de datos GEO (Gene 
Expression Omnibus Database; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/) 
con el N.º de acceso GPL7702] cuya secuencia fue enviada a la empresa 
Roche-Nimblegen Inc. para la realización de un último análisis de 
validación de sondas, previo al proceso de fabricación del microarray 
(http://www.nimblegen.com/company/technology/index.html). 
 
Al mapear las 384.659 sondas seleccionadas sobre la colección inicial de 
secuencias de partida (ESTs de Trichoderma spp. y transcritos deducidos del genoma de 
T. reesei QM6a) se comprobó que aproximadamente el 35% alineaba con secuencias 
ESTs mientras que el 65% lo hacía con transcritos de T. reesei, lo cual estaba en 
consonancia con el tamaño (en pares de bases) de ambas colecciones de secuencias (7,1 
y 13,9 Mpb, respectivamente). Además, se encontró que el 1,5% de las sondas incluidas 
en el microarray alineaba con secuencias de ambas bases de datos. 
En la Figura 7 se muestra la composición final del "Trichochip" en términos 
del número de secuencias de las distintas cepas de Trichoderma representadas por un set 
de sondas. Tan solo 147 ESTs (1%) de Trichoderma spp. y 8 transcritos (0,1%) de T. 
reesei quedaron sin representación en el microarray, debido a que las sondas diseñadas 
sobre estas secuencias no superaron los criterios de selección establecidos. Las 
secuencias no representadas están disponibles como material suplementario en 
Samolski y col., 2009 (additional file 1). El número de sondas que representan a cada 
secuencia en particular (tamaño del set de sondas) varió de 1 a 94 en el caso de ESTs de 
Trichoderma spp., y de 1 a 1245 en el caso de transcritos deducidos del genoma de T. 
reesei, con una mediana de 16 y 22, respectivamente, y con una separación máxima 
entre dos sondas adyacentes de aproximadamente 40 nucleótidos.  
 






Figura 7. Composición del "Trichochip" con relación al número de secuencias de 
cada cepa de Trichoderma con representación (equivale al número de sets de sondas).  
 
 
2.  RESPUESTA TRANSCRIPTÓMICA DE T. harzianum CECT 2413 EN 
DISTINTAS CONDICIONES DE CULTIVO 
Con el propósito de analizar la respuesta transcriptómica de T. harzianum 
CECT 2413 en la interacción con plantas de tomate y compararla con otras 
condiciones nutricionales, se hibridaron 8 "Trichochips" (2 por cada condición) con 
ADNc obtenido de micelio cultivado, durante 9 horas, en presencia de plantas de 
tomate (MS-P), quitina al 1% (p/v) (MS-Q), glucosa al 2% (p/v) (MS-G), o medio MS 
basal (MS) como condición de referencia (7.4 de Materiales y Métodos). El diseño 
experimental seguido se representa en la Figura 8.  
 
2.1.  Control de calidad y cálculo de la señal por set de sondas (gen) y por 
microarray (muestra) 
En primer lugar, antes de llevar a cabo el tratamiento y análisis de los datos 
obtenidos tras la hibridación de los microarrays, se inspeccionaron las imágenes de 
expresión de cada uno de ellos a partir de los datos crudos del escáner, con el fin de 
identificar posibles rayados o defectos observables como manchas o zonas de 
hibridación desigual. Una vez descartado esto, se examinó la distribución general de 
las intensidades de las sondas sin observarse desviaciones aparentes. Los datos crudos 
se depositaron en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus Database) disponible 
en la página web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/ con el N.º de acceso 




T. reesei QM 6a
3.826 (16,5%) T. harzianum T34 (CECT 2413)
2.053 (8,8%) T. atroviride T11
1.522 (6,6%) T. atroviride TP1
1.309 (5,6%) T. asperellum T53
1.078 (4,6%) T. viride T78
1.042 (4,5%) T. longibrachiatum T52
991 (4,3%) T. virens T59
834 (3,6%) T. stromaticum TST
796 (3,4%) T. harzianum T3K
594 (2,6%) T. aggresivum TH2
45 (0,2%) T. harzianum T22 y TA6
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set de sondas en cada uno de los microarrays de modo global multimuestra, utilizando el 
algoritmo RMA (Robust Multi-Array Average) que incluye tres pasos: (i) corrección del 
ruido de fondo (background); (ii) normalización por cuantiles (Irizarry y col., 2003); (iii) 
cálculo sumarizado de la señal por set de sondas. Los resultados de este algoritmo 





Figura 8. Esquema del diseño experimental seguido para el análisis del 
transcriptoma de T. harzianum CECT 2413 en condiciones de interacción con 
plantas de tomate (MS-P) utilizando el "Trichochip" desarrollado en este trabajo. 
Otras condiciones de crecimiento estudiadas fueron: medio MS suplementado con 
glucosa al 2% (p/v) (MS-G); medio MS suplementado con quitina al 1% (p/v) 
(MS-Q); medio MS basal (MS). Por cada condición de cultivo se realizaron tres 
réplicas biológicas independientes. Se mezclaron cantidades iguales del ARN 
extraído de cada réplica para purificar ARNm, a partir del cual se sintetizó ADNc. 
Para cada condición experimental se hibridaron dos "Trichochips" con ADNc 
obtenido en dos experimentos independientes.  
 
2.2.  Cálculo de la expresión diferencial significativa 
A partir de los valores de expresión obtenidos para cada set de sondas, se aplicó 
el test multiclase SAM (Significance Analysis of Microarray) (Tusher y col., 2001) con el 
fin de identificar los sets de sondas que reflejaban cambios significativos en el nivel de 
expresión génica. Para ello, se utilizó una tasa FDR (False Discovery Rate) de 0,23, que 


















genes con expresión diferencial significativa (Benjamini y Hochberg, 1995). De este 
modo, se identificaron 1.617 sets de sondas (7% del total de sets del microarray) que 
reflejaban cambios significativos de expresión en al menos una de las condiciones de 
cultivo estudiadas con respecto a las demás condiciones. De estos sets, 
aproximadamente el 51% habían sido diseñados a partir de secuencias de transcritos de 
T. harzianum CECT 2413 y el 49% restante a partir de secuencias de transcritos de 
otras cepas de Trichoderma (12% de T. reesei y 37% de otras cepas). Los datos de 
expresión obtenidos y los códigos de identificación de las secuencias correspondientes 
(ESTs o transcritos deducidos) se encuentran disponibles como material suplementario 
en Samolski y col., 2009 (additional file 2).  
En términos generales, se encontró que la mayoría de estos sets de sondas (1.220) 
reflejaban cambios de expresión (más de dos veces por encima o por debajo; fold > 2) en 
alguna de las condiciones analizadas respecto a la condición control en medio basal 
MS. Concretamente, 596, 254, y 865 sets mostraron mayor o menor expresión (fold > 2) 
en MS-P, MS-Q y MS-G, respectivamente (Figura 9A). Con objeto de identificar 
aquellos sets de sondas con expresión diferencial específica de la condición MS-P 
(presencia de plantas de tomate) se llevó a cabo el análisis comparativo reflejado en la 
Figura 9B. De los 257 sets con mayor expresión en MS-P vs. MS, 95 (56+11+28) 
también se inducían en MS-G y/o en MS-Q, por lo que los 162 sets de sondas restantes 
representaban genes cuya expresión aumentaba únicamente en MS-P (20% del total de 
sets de sondas que mostraban un aumento en el nivel de expresión en alguna de las tres 
condiciones evaluadas). Por otra parte, de los 339 sets de sondas con menor expresión 
en MS-P vs. MS, 110 (37+2+71) también se reprimían en otras condiciones de cultivo, 
de modo que 229 sets de sondas respondían únicamente en MS-P (35% del total de sets 
de sondas que mostraban una disminución en el nivel de expresión en alguna de las 







































                                            Fold  > 2 y FDR: 0,23
 (+)   (-) Total
MS-P 257 339 596
MS-Q 94 160 254














































Figura 9. Datos globales de expresión de T. harzianum CECT 2413 obtenidos a 
partir de los microarrays analizados. A: Número de sets de sondas que mostraron 
cambios significativos en el nivel de expresión (fold >2; bien por encima + o por 
debajo -) en respuesta a la presencia de raíces de plantas de tomate (MS-P), quitina 
(MS-Q) o glucosa (MS-G) con respecto al medio basal (MS). B: Diagramas de Venn 
representando el número de sets de sondas con expresión diferencial significativa, 













Con la finalidad de obtener un panorama general de los datos de expresión 
obtenidos en las diferentes condiciones experimentales ensayadas, se elaboró un heat 
map a partir de los 1.220 sets de sondas que mostraron cambios significativos de 
expresión (fold > 2) en al menos una condición experimental con respecto a la 
condición control (MS). Según se muestra en la Figura 10A, los sets de sondas de las 
dos réplicas biológicas de cada condición experimental exhibieron perfiles de expresión 
similares. Además, como puede observarse, la mayoría de los sets de sondas con 
expresión diferencial corresponderían a genes que se inducen en presencia de glucosa 
(grupo II del heat map, rojo oscuro). Por otra parte, los sets de sondas de los subgrupos 
Ia y Ib del heat map representarían genes reprimidos por glucosa pero inducidos en 
presencia de plantas de tomate (principalmente subgrupo Ia) o quitina (principalmente 
subgrupo Ib). Los sets de sondas correspondientes al subgrupo Ic representarían genes 
fuertemente expresados en presencia de plantas de tomate y débilmente en presencia 
de glucosa. 
Como controles internos de los datos de expresión obtenidos, se localizaron en 
el heat map los sets de sondas correspondientes a genes conocidos de T. harzianum 
CECT 2413 que codifican para las tripsinas ‒PRA1 [EMBL: AJ249721] y P7480 (aquí 
referida como PRA2) [EMBL: AM294977]‒ y subtilisinas ‒P10261 (aquí referida 
como PRB1) [EMBL: AM294980] y P8048 (aquí referida como PRB2) [EMBL: 
AM294978]‒ cuya expresión se sabe que es inducida fuertemente en presencia de 
quitina y reprimida por glucosa (Suárez y col., 2007). Según se observa en la Figura 
10B y de acuerdo con lo esperado, los seis sets de sondas representativos de estos genes 
se ubicaron en el subgrupo Ib y exhibieron perfiles de expresión comparables a los 
publicados previamente. Adicionalmente, los datos de expresión obtenidos en esta 
Tesis pusieron de manifiesto que estos genes apenas se expresan cuando T. harzianum 
se encuentra en presencia de plantas de tomate (Figura 10B). Estos resultados fueron 
corroborados mediante análisis Northern blot, observándose que el gen pra1 se induce 
débilmente en presencia de plantas de tomate (MS-P), mientras que en el caso del gen 





























Figura 10. Heat map de los distintos perfiles de expresión de T. harzianum CECT 
2413 obtenidos a partir de los microarrays analizados. A: Para el agrupamiento 
jerárquico se seleccionaron los 1.220 sets de sondas que mostraron cambios en el nivel 
de expresión superiores a dos veces (fold > 2; FDR; 0,23) en respuesta a la presencia 
de plantas de tomate (MS-P), quitina (MS-Q) o glucosa (MS-G), con respecto a la 
condición de referencia en medio basal (MS). Para cada condición experimental se 
realizaron dos réplicas biológicas (1 y 2), cada una proveniente de tres cultivos 
independientes. Los sets de sondas se ordenaron utilizando el test Kendall tau y el 
algoritmo de Ward en el entorno del programa informático R. Para cada fila se 
calculó el valor medio de expresión en la condición control MS y se sustrajo del valor 
de expresión en el resto de condiciones. Los colores rojo y verde representan cambios 
de expresión positivos (+) y negativos (-), respectivamente, con respecto a la 
condición control, siendo la intensidad del color proporcional a la magnitud de la 
expresión diferencial. B: Detalle de los perfiles de expresión correspondientes a los 
genes pra1, pra2 (antes p7480), prb1 (antes p10261) y prb2 (antes p8048). Los perfiles 
de varios sets de sondas representando secuencias (contigs o singlets) de un mismo gen 
se muestran de manera independiente. 
 





3.  IDENTIFICACIÓN DE GENES DE T. harzianum CECT 2413 
INDUCIDOS DURANTE LA INTERACCIÓN CON PLANTAS DE 
TOMATE  
Dado que el presente trabajo de investigación tenía como objetivo la 
identificación de genes de T. harzianum CECT 2413 implicados en la interacción con 
plantas de tomate, se seleccionaron los 257 sets de sondas que exhibieron un aumento 
significativo en el nivel de expresión en MS-P vs. MS (fold > 2 y FDR = 0,23; material 
suplementario en Samolski y col., 2009; additional file 3) con objeto de llevar a cabo la 
anotación de las secuencias/genes correspondientes según la terminología y estructura 
jerárquica Gene Ontology (GO) (Ashburner y col., 2000). Así, mediante el programa 
Blast2GO (Gotz y col., 2008) y utilizando un valor E < 10-5, se consiguió asignar 
categorías GO a 85 de las 257 secuencias examinadas, las cuales representaron un total 
de 46 genes diferentes (Tabla 1). Para otras 57 secuencias no se obtuvieron resultados 
durante el proceso de anotación (siendo la mayoría proteínas hipotéticas), y para las 
115 secuencias restantes no se encontraron resultados significativos de similitud en las 
bases de datos.  
Según los resultados obtenidos, aproximadamente el 45% de los genes 
inducidos en T. harzianum CECT 2413 en respuesta a la presencia de plantas de 
tomate son homólogos de genes que codifican proteínas implicadas en rutas 
metabólicas, principalmente enzimas asociadas al metabolismo de carbohidratos, 
lípidos, aminoácidos y nucleótidos, y también enzimas involucradas en la biosíntesis de 
vitaminas y cofactores, así como en procesos energéticos y de desintoxicación celular 
en otros organismos. Cabe destacar que algunos de estos genes (concretamente los que 
codifican para las siguientes proteínas: O-glicosil hidrolasa de la familia 2, aldosa 1-
epimerasa, dihidroxiacetona quinasa, esfingomielina fosfodiesterasa, GTP 
ciclohidrolasa I, S-hidroximetilglutatión sintasa, acetilserotonin metiltransferasa), así 
como el correspondiente a un inhibidor de serin-proteasas, recayeron en la categoría 
funcional GO "crecimiento o desarrollo de un simbionte sobre o cerca de la superficie 
del hospedador", dado que sus homólogos en Magnaporthe grisea son expresados 
diferencialmente durante la formación de apresorios (Gowda y col., 2006).  
Con relación a las proteínas asociadas al metabolismo de carbohidratos, se 
observó una mayor expresión de diversas enzimas de las rutas 
glucolítica/gluconeogénica, además de una fosfocetolasa de la ruta de las pentosas 
fosfato y una 1,3-beta-glucano sintasa implicada en la biosíntesis de pared celular. 
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También se encontraron genes de enzimas asociadas al metabolismo de lípidos: una 
fosfatidilserina sintasa, implicada en la biosíntesis de fosfolípidos; una dihidroxiacetona 
quinasa, implicada en el metabolismo del glicerol; y una esfingomielina fosfodiesterasa, 
responsable de la hidrólisis de la esfingomielina en fosfocolina y ceramida. Asimismo, 
también se expresaron diferencialmente enzimas asociadas al metabolismo de 
aminoácidos: una acetilornitina transaminasa, involucrada en el ciclo de la urea y en el 
metabolismo de los grupos amino; una 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, que cataliza 
la tercera reacción en el catabolismo de la fenilalanina y tirosina; y una acetilserotonin 
metiltransferasa, que participa en el metabolismo del triptófano. Por último, 
relacionada con el metabolismo de nucleótidos, se encontró una pirimidina 5'-
nucleotidasa. 
Además de los genes asociados a procesos metabólicos, también se observó una 
mayor expresión de genes implicados en procesos de señalización, transcripción y 
traducción, así como en modificaciones postraduccionales y plegamiento de proteínas, 
entre ellos se encontró el gen del factor de transcripción Pac1 (PacC) de T. harzianum 
CECT 2413 [EMBL: EF094462], responsable de regular la expresión génica por pH 
(Moreno-Mateos y col, 2007). Por otro lado, se encontraron genes cuyos homólogos 
participan en procesos de transporte celular, organización del citoesqueleto y de la 
pared celular. 
 Interesantemente, también se encontró aumento de expresión en un gen 
homólogo al que codifica para la proteína secretada rica en cisteína Sm1 [EMBL: 
DQ121133] /Epl1 [EMBL: CAL80754] en T. virens/T. atroviride, que interviene en la 
inducción de respuestas de defensa en plantas (Djonović y col., 2006, 2007; Seidl y col., 
2006). El hecho de que este gen también se induzca en T. harzianum en nuestro estudio 
transcriptómico sostiene su rol durante la interacción Trichoderma-planta. 
Inesperadamente, otros genes descritos previamente en T. harzianum CECT 2413 con 
implicación en procesos de micoparasitismo, como los que codifican para la 
endoquitinasa CHIT42 [EMBL: S78423] (Carsolio y col., 1994; García y col., 1994), la 
tripsina PRA1 [EMBL: AJ249721] (Suárez y col., 2004), la proteasa aspártica P6281 
(aquí referida como ASP1) [EMBL: AJ967001] (Suárez y col., 2005) y la proteína de 
pared celular QID74 [EMBL: X95671] (Rosado y col., 2007), mostraron también un 
aumento significativo en el nivel de expresión durante la interacción con plantas de 
tomate respecto a la condición de referencia en medio basal MS (Tabla 1), si bien, 
como puede observarse en la Figura 11A, los niveles de expresión de chit42 y pra1 en 
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MS-P son mucho menores que los de asp1 y qid74. Con el objetivo de corroborar estos 
datos se llevaron a cabo análisis Northern blot. Como se observa en la Figura 11B, 
efectivamente tanto asp1 como qid74 mostraron una fuerte expresión en MS-P, 










































Figura 11. Análisis comparativo de la expresión de cinco genes de T. harzianum 
CECT 2413 en micelio cultivado en medio basal (MS); en medio basal suplementado 
con glucosa (MS-G) o quitina (MS-Q); en presencia de plantas de tomate (MS-P). A: 
Expresión determinada utilizando "Trichochips". B: Expresión mediante análisis tipo 
Northern. Cada carril contiene 30 μg del mismo ARN empleado para hibridar los 
microarrays analizados en este estudio. Como sondas se utilizaron fragmentos de ADN 
específicos de cada gen amplificados con los oligonucleótidos universales T3 y T7 a 
partir de los correspondientes clones de una librería de ADNc. El marcaje se realizó 
con fósforo radiactivo (32P). Control de carga: ADNr 18S.  
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Tabla 1. Lista de genes, distribuidos por categorías funcionales, inducidos en T. harzianum CECT 2413 en respuesta a la presencia de plantas de tomate.  
 
      CÓDIGO DE LA  
       SECUENCIAa, b 
         DESCRIPCIÓN DEL  
             BLAST HITc 
                       TÉRMINOS  
                              GOd 
FOLDe 
MS-P  MS-Q  MS-G 
 
Metabolismo de carbohidratos, lípidos, aminoácidos y nucleótidos 
 
   
T34C721 O-glicosil hidrolasa familia 2 P:metabolismo de carbohidratos; P:crecimiento o desarrollo 
de un simbionte sobre o cerca de la superficie del hospedador  
   2,66  1,36   0,56 
L52T3KP007R00584 O-glicosil hidrolasa hipotética familia 16 P:metabolismo de carbohidratos    2,01  1,15  3,13 
L11T34P099R09379 (2) Aldosa 1-epimerasa P:metabolismo de carbohidratos; P:crecimiento o desarrollo 
de un simbionte sobre o cerca de la superficie del hospedador  
   2,61  0,91  0,04 
L92S34P003R00259 Fosfocetolasa P:metabolismo de carbohidratos; F:actividad liasa     2,23  2,51  1,37 
L52T3KP015R01357 D-lactato deshidrogenasa P:metabolismo de carbohidratos; P:desarrollo del micelio     2,31  1,29  1,22 
L19T52P001R00233 D-lactato deshidrogenasa precursor mitocondrial F:actividad oxidorreductasa; F:unión a flavín adenín 
dinucleótido (FAD) 
   2,82  1,67  6,01 
L92S34P005R00458 (2) Glucano sintasa P:biosíntesis de 1,3-beta-glucano     2,90  1,08  0,35 
L92S34P002R00160 Fosfatidilserina sintasa P:biosíntesis de fosfolípidos; P:desarrollo del micelio    2,04  1,16  0,43 
L52T3KP019R01759 Dihidroxiacetona quinasa P:metabolismo de glicerol; P:crecimiento o desarrollo de un 
simbionte sobre o cerca de la superficie del hospedador 
   2,08  1,04  1,96 
L03T34P070R06561 Esfingomielina fosfodiesterasa F:actividad hidrolasa; P:crecimiento o desarrollo de un 
simbionte sobre o cerca de la superficie del hospedador 
   2,78  8,15  1,24 
T34C611 Acetilornitina aminotransferasa P:metabolismo de arginina; P:biosíntesis de aminoácidos    2,38  1,49  14,62 
L19T52P002R00673 (2) 
L21T78P018R01683                  
4-Hidroxifenilpiruvato dioxigenasa 
Proteína tipo acetilserotonin metiltransferasa 
P:catabolismo de tirosina; P:catabolismo de L-fenilalanina 
P:crecimiento o desarrollo de un simbionte sobre o cerca de 
la superficie del hospedador 
   2,17 











     
L03T34P070R06566 (9) Inhibidor de ATPasa mitocondrial F:actividad inhibidora de enzimas    2,73  1,81  0,65 
L52T3KP010R00917 NADH:ubiquinona oxidorreductasa (complejo I 
familia lyr) 
 
F:actividad oxidorreductasa sobre NADH o NADPH; 
C:membrana interna mitocondrial 
   2,02  1,11  2,46 
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      CÓDIGO DE LA  
       SECUENCIAa, b 
         DESCRIPCIÓN DEL  
             BLAST HITc 
                       TÉRMINOS  
                              GOd 
FOLDe 
MS-P  MS-Q  MS-G 
 
Metabolismo de vitaminas y cofactores 
 
    
L51TP1P003R00220 GTP ciclohidrolasa I P:biosíntesis de tetrahidrobiopterina; P:crecimiento o 
desarrollo de un simbionte sobre o cerca de la superficie del 
hospedador 
   2,10  1,19 1,60 
L08T34P063R05860 Formil-tetrahidrofolato desformilasa P:biosíntesis 'de novo' de inosina monofosfato (IMP); 
P:desarrollo del micelio; F:actividad hidroximetil transferasa, 
formil transferasa y otras relacionadas 
 




     
estExt_fgenesh5_pg.C_220056 2-Nitropropano dioxigenasa F:actividad oxidoreductasa    2,42  1,29  1,39 
L06T34P032R03057 Dimetilalanina monooxigenasa F:actividad oxidoreductasa    2,30  0,66   45,48 
T34C36 Proteína con dominio RTA1 P:respuesta a estímulos    4,48  3,13   12,64 
TSTC134 S-hidroximetilglutatión sintasa P:crecimiento o desarrollo de un simbionte sobre o cerca de 
la superficie del hospedador; F:actividad carbono-azufre liasa 
 
   2,05  1,07  2,04 
 
Señalización, transcripción y traducción 
 
 
   
L51TP1P006R00499 Proteína mFLJ00348  P:cascada I-kappaB quinasa/NF-kappaB; F: unión    2,55  1,63 1,92 
L02T34P018R01663 Efector transcripcional P:regulación de la transcripción dependiente de ADN     4,09  1,77 1,01 
L03T34P074R06985* Factor transcripcional (PacC) F:unión    2,65  7,66 0,21 
L03T34P059R05502 Proteína con repeticiones de pentatricopeptidos F:unión a flavín mononucleótido (FMN); P:desarrollo del 
micelio 
   2,11  1,58 0,16 
TSTC120 Fusión proteica ribosomal S30/ubiquitina P:traducción    2,39  1,34 2,02 
L53TP1P028R02620 Proteína L44 ribosomal 60S P:traducción    2,22  1,21 2,08 
L51TP1P002R00166 Proteína L40 ribosomal 60S P:traducción    2,34  1,37 1,91 
L02T34P066R06130 (2) Proteína tumoral controlada traduccionalmente 
(TCTP) 
 
P:traducción    2,06  1,75 2,85 
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      CÓDIGO DE LA  
       SECUENCIAa, b 
         DESCRIPCIÓN DEL  
             BLAST HITc 
                       TÉRMINOS  
                              GOd 
FOLDe 
MS-P  MS-Q  MS-G 
 
 
Modificación postraduccional y plegamiento de proteínas 
 
   
L55TSTP004R00316 Enzima conjugadora de ubiquitina P:modificación postraduccional de proteínas  2,03  1,22   1,73 
L51TP1P019R01734 Subunidad preplegamiento P:plegamiento de proteínas  2,13  1,29   1,85 
L54TP1P031R02884 Proteína con dominio TPR F:unión a proteínas de choque térmico; P:desarrollo del 
micelio 
 




    
L10T34P102R09645  Proteína mitocondrial transportadora de ornitina P:transporte  3,02  2,64   13,62 
L07T11P036R03403 Proteína mitocondrial transportadora de 
carnitina/acilcarnitina  
P:transporte  2,15  1,59    2,11 
TP1C33 Proteína de la membrana externa mictocondrial P:transporte de proteínas  4,15  1,39   1,66 
L02T34P012R01078 Proteína de la familia snf7 P:transporte de proteínas; P:desarrollo del micelio  2,74  3,10   0,71 
       
 
Citoesqueleto y pared celular 
 
    
T34C109 Proteína tipo profilina P:organización y biogénesis del citoesqueleto de actina   2,25  1,50 5,36 
L50TH2P020R01889 Cadena pesada de dienína P:movimiento basado en microtúbulos  2,03  1,04 1,11 
L20T59P001R00153 Hidrofobina clase II P:crecimiento de hifas  2,09  0,10   0,86 
      
 
Interacción con el hospedador 
 
L03T34P047R04348 Proteína Epl1  P:interacción con el hospedador; P:patogénesis     2,32     1,50   0,55 
L02T34P100R09404* Endoquitinasa 42 P:catabolismo de quitina     5,16   322,38   1,88 
T34C669* (2) Proteasa tipo tripsina (PRA1) P:proteólisis    13,73   180,48   0,80 
T34C294* Proteasa aspártica (P6281) P:proteólisis     2,24     0,73   0,02 
L10T34P112R10010* (3) Proteína Qid74  -     4,42     1,40 1,55 
L50TH2P008R00685 
 
Inhibidor de proteasas tipo Kazal I1 P:crecimiento o desarrollo de un simbionte sobre o cerca de 
la superficie del hospedador 
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      CÓDIGO DE LA  
       SECUENCIAa, b 
         DESCRIPCIÓN DEL  
             BLAST HITc 
                       TÉRMINOS  
                              GOd 
FOLDe 






   
 L07T11P033R03099 (27) Proteína mitocondrial de función desconocida C:mitocondria    2,53     1,03  1,71 
      
 
a Códigos de identificación de secuencias ESTs de Trichoderma spp. y transcritos deducidos del genoma de T. reesei QM6a cuyos sets de sondas reflejaron expresión diferencial 
significativa (fold > 2; FDR: 0,23) tras la hibridación del "Trichochip" con ADNc de T. harzianum CECT 2413 cultivado en presencia de plantas de tomate (MS-P) respecto a la 
condición control en medio MS basal. Los números de acceso de cada EST en la base de datos EMBL, así como las ESTs incluidas en cada contig se encuentran  disponibles 
como material suplementario en Samolski y col. (2009) (additional files 6 y 7, respectivamente). Las secuencias de T. reesei están disponibles en el portal del DOE Joint Genome 
Institute (JGI) (http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html). 
b Los números entre paréntesis indican redundancia (número de secuencias que tienen el mismo BLAST hit). 
c Resultados del análisis BLAST utilizando un valor E < 10-5 como indicativo de significancia. 
d Categorías funcionales GO: proceso biológico (P), función molecular (F) y componente celular (C); inferidas tras la anotación con el programa Blast2GO. Información adicional 
acerca del proceso de anotación se encuentra disponible como material suplementario en Samolski y col. (2009) (additional file 4). 
e Fold se refiere al nivel de expresión en presencia de plantas de tomate (MS-P), quitina (MS-Q) o glucosa (MS-G) respecto a la condición de referencia (medio basal MS). 
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DISCUSIÓN   
El presente estudio se llevó a cabo con el doble propósito de cubrir la ausencia 
de micorarrays comerciales para Trichoderma spp. mediante la construcción de un 
microarray de alta densidad de oligonucleótidos útil para distintas especies del género, 
así como de aplicar esta herramienta para explorar por primera vez la respuesta 
transcriptómica de una cepa de control biológico (T. harzianum CECT 2413) bajo 
distintas condiciones de cultivo, incluyendo la interacción temprana (9 h) con plantas. 
Anteriormente, el estudio del transcriptoma de Trichoderma spp. durante la interacción 
con plantas se había abordado mediante el uso de macroarrays (Bailey y col., 2006; 
Chacón y col., 2007). Sin embargo, por un lado, el número de secuencias de transcritos 
representadas en estos macroarrays es relativamente limitado en comparación con la 
gran capacidad de los microarrays de alta densidad de oligonucleótidos; y, por otro lado, 
la reproducibilidad y sensibilidad que ofrecen los macroarrays suele ser mucho menor. 
Al inicio de esta Tesis, se habían utilizado microarrays de ADNc (Chambergo y col., 
2002; Bonaccorsi y col., 2006; Rosales-Saavedra y col., 2006) y de oligonucleótidos 
(Foreman y col., 2003) para el estudio de transcriptomas de T. reesei y T. atroviride, 
pero en ningún caso se habían aplicado al conocimiento de procesos relacionados con el 
control biológico.  
El microarray para especies de Trichoderma desarrollado en este trabajo recibió 
el nombre de "Trichochip" y quedó finalmente constituido por 384.659 sondas que 
representan un total de 23.211 secuencias (ESTs o transcritos deducidos) de 13 cepas 
pertenecientes a 9 especies distintas, entre ellas 3.826 secuencias ESTs de T. harzianum 
CECT 2413 (Figura 7). A pesar de la redundancia característica de las librerías de 
ESTs, si tenemos en cuenta que los genomas de Trichoderma spp. secuenciados hasta el 
momento contienen un número estimado de genes comprendido entre 9.129 y 14.095 
(Grigoriev y col., 2012; Studholme y col., 2013), cabe esperar que los 3.826 sets de 
sondas incluidos en el "Trichochip" para la cepa T. harzianum CECT 2413 representen 
de manera sustancial el transcriptoma de dicha cepa. Además, los resultados obtenidos 
en este trabajo demostraron que los sets de sondas diseñados a partir de secuencias de 
otras cepas de Trichoderma, diferentes a T. harzianum CECT 2413, también fueron 
útiles para obtener información acerca de la expresión génica de la misma. 
Concretamente, se encontró que cerca de la mitad de los sets de sondas que mostraron 
cambios significativos en su nivel de expresión tras la hibridación con ADNc de T. 
harzianum CECT 2413, se habían diseñado a partir de secuencias de otras cepas o 
 





especies de Trichoderma. Por otra parte, el hecho de que genes conocidos de T. 
harzianum, como los que codifican para las proteasas PRA1, PRA2, PRB1 y PRB2 y la 
endoquitinasa CHIT42 (Carsolio y col., 1994; García y col., 1994; Suárez y col., 2007), 
hayan mostrado en nuestro estudio el patrón de expresión esperado, y que el homólogo 
del gen Sm1 de T. virens (discutido más adelante) también haya mostrado un aumento 
en su nivel de expresión en nuestro sistema de interacción T. harzianum-planta, valida 
los resultados obtenidos y proporciona un alto grado de confianza en el "Trichochip" 
desarrollado, en cuanto a su capacidad para detectar genes con expresión diferencial. 
Globalmente, los resultados obtenidos tras la hibridación de los 8 "Trichochips" 
indicaron que los cambios que ocurren en la expresión génica de T. harzianum durante 
su crecimiento en presencia de glucosa con respecto al medio mínimo (condición de 
referencia) son relativamente mayores (muchos sets de sondas exhibieron cambios de 
expresión y muchos de ellos exhibieron los cambios más notables) que los cambios que 
ocurren durante su crecimiento en contacto con raíces de tomate y estos, a su vez, son 
relativamente mayores que los que ocurren durante su crecimiento en presencia de 
quitina como única fuente de carbono, resultados que podrían relacionarse con la 
disponibilidad de nutrientes en cada uno de los medios de cultivo. En este sentido, el 
alto número de sets de sondas con aumento de expresión en presencia de glucosa (580 
vs. 257 en plantas de tomate, y 94 en quitina), podría relacionarse con la intensa 
actividad metabólica esperada para un hongo filamentoso durante su crecimiento en un 
medio rico con un sustrato fácilmente asimilable (Chambergo y col., 2002).  
El presente estudio permitió identificar 47 genes inducidos en el micelio de T. 
harzianum CECT 2413 en contacto con raíces de plantas de tomate, de los cuales una 
gran parte recayeron en categorías GO relacionadas con el metabolismo, incluyendo 
actividades anabólicas y catabólicas, resultado que indica una adaptación activa del 
hongo al nicho rizosférico durante la asociación simbiótica. La activación masiva de 
genes implicados en procesos metabólicos durante la interacción Trichoderma-planta 
sugiere una intensificación en la adquisición y movilización de nutrientes necesarios, 
no solo para sustentar el crecimiento fúngico, sino para mantener la integridad de 
membranas y paredes celulares, así como para la reorganización de las mismas durante 
la formación de estructuras de penetración, como parte de la respuesta adaptativa del 
hongo a la rizosfera. Por otro lado, la activación masiva de genes implicados en 
procesos metabólicos también ha sido descrita en T. atroviride durante la interacción 
micoparasítica con Rhizoctonia solani (Reithner y col., 2011), lo que lleva a pensar que 
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tanto el establecimiento de asociaciones simbióticas mutualistas como micoparasíticas 
supone una alta demanda energética en Trichoderma spp. Cabe destacar que seis de los 
genes identificados en nuestro estudio (los que codifican para una aldosa 1-epimerasa, 
una esfingomielina fosfodiesterasa, una O-glicosil hidrolasa de la familia 2, una 
dihidroxiacetona quinasa, una proteína tipo acetilserotonin metiltransferasa y una 
GTP ciclohidrolasa I) tienen alta similitud con genes expresados diferencialmente en el 
hongo fitopatógeno M. grisea durante la formación de estructuras de penetración 
(apresorios) en la planta (Gowda y col., 2006). La aldosa 1-epimerasa 
(galactomutarotasa) es una enzima responsable de la interconversión anomérica de la 
D-glucosa y otras aldosas durante el metabolismo normal de las mismas (Poolman y 
col, 1990), y cuya actividad en H. jecorina está ligada con la proteína fúngica GAL10 
que participa en el metabolismo de la galactosa asociado al proceso de regeneración de 
la pared celular (Seiboth y col., 2002; Hartl y col., 2007). La esfingomielina 
fosfodiesterasa es la principal responsable de la síntesis de ceramida en respuesta a 
estreses celulares (Hannun y Obeid, 2002), y se sabe que contribuye al crecimiento 
polarizado de las hifas de Aspergillus fumigatus (Li y col., 2006). Las glicósido 
hidrolasas agrupan la mayor cantidad y diversidad de enzimas activas sobre los 
sustratos presentes en las paredes celulares vegetales como la celulosa, hemicelulosa y 
lignina (Murphy y col., 2011). Entre los productos génicos inducidos en T. harzianum 
CECT 2413 con plantas de tomate durante la interacción, además de una glicosil 
hidrolasa perteneciente a la familia 2 (que comprende enzimas con actividad beta-
galactosidasa, beta-manosidasa y beta-glucuronidasa, entre otras), se encontró una 
glicosil hidrolasa de la famiia 16 (que comprende enzimas con actividad liquenasa, 
xiloglucanasa, endo-beta-1,3-glucanasa y endo-beta-1,4-galactosidasa, entre otras). En 
especies endofitas como T. hamatum y T. ovalisporum también se ha encontrado la 
inducción de glicosil hidrolasas pertenecientes a las familias 2 y 7 durante la  
interacción con plantas de cacao (Bailey y col., 2006). En este sentido, la inducción en 
Trichoderma spp. de estas enzimas durante su crecimiento en contacto con raíces 
vegetales apunta hacia la necesidad de hidrolizar el tejido radical para el 
establecimiento de la asociación simbiótica. Asimismo, los productos de dicha hidrólisis 
podrían servir como una fuente de nutrientes para satisfacer la demanda energética del 
hongo durante la interacción. La dihidroxiacetona quinasa, es una enzima que 
fosforila la dihidroxiacetona en la ruta de degradación del glicerol que, aunque no es 
común en hongos, se ha descrito en algunas especies de levadura como una ruta 
alternativa activada bajo condiciones de estrés osmótico (Norbeck y Blomberg, 1997; 
 





Wang y col., 2002). Normalmente, bajo estas condiciones la célula acumula glicerol 
con el fin de recuperar la turgencia perdida y la dihidroxiacetona quinasa participa en 
la regulación de su concentración. En M. grisea se ha descrito que durante la formación 
de apresorios se produce una acumulación de altas concentraciones de glicerol con el 
fin de generar la turgencia necesaria para que el hongo pueda penetrar el tejido vegetal 
(Thines y col., 2000). Dado que algunas cepas de Trichoderma son capaces de formar 
estructuras tipo apresorios para penetrar y colonizar el tejido vegetal (Yedidia y col., 
2000; Bailey y col., 2009), la inducción de este gen en T. harzianum CECT 2413 
durante la interacción con plantas de tomate también podría relacionarse con la 
regulación de los niveles de glicerol acumulados tras la formación de este tipo de 
estructuras de penetración. Por último, la acetilserotonin metiltransferasa es una 
enzima responsable de la síntesis de melatonina a partir de serotonina; y la GTP 
ciclohidrolasa I participa en la producción de tetrahidrofolato ‒coenzima implicada en 
la síntesis de ácidos nucleicos y metionina‒ y en la producción de tetrahidrobiopterina 
(Wang y col., 2011) ‒cofactor esencial para la conversión de L-triptófano a 5-
hidroxitriptófano (5-HTP) y para la síntesis de óxido nítrico (NO)‒. El 5-HTP es un 
hidroxiaminoácido que sirve como precursor de la síntesis de serotonina y melatonina 
en plantas y animales (Murch y col., 2000). La inducción de una GTP ciclohidrolasa I 
en T. harzianum también podría relacionarse con la acumulación de melatonina durante 
la interacción temprana con plantas. Es posible que la serotonina y melatonina, gracias 
a sus potentes propiedades antioxidantes (Arnao, 2014; Ramakrishna y col., 2011), sean 
capaces de proteger al hongo del estrés oxidativo que sufre durante el proceso de 
colonización de las raíces vegetales. Alternativamente, es posible que la serotonina y la 
melatonina producidas por T. harzianum sean unas de las moléculas responsables del 
efecto protector frente a estreses abióticos que ofrecen ciertas especies de Trichoderma 
a los cultivos. Más aún, existen evidencias de que estas moléculas pueden actuar como 
reguladores del crecimiento y desarrollo de las plantas (Pelagio-Flores y col., 2011, 
2012), lo que podría relacionarse con la capacidad de Trichoderma spp. de promover el 
crecimiento de los cultivos. Con relación al NO, esta es una molécula señalizadora 
asociada con diversas rutas de transducción de señales en mamíferos y plantas y que en 
hongos filamentosos tiene efecto regulador sobre la fotoconidiación y germinación de 
conidios (Ninnemann y Maier, 1996; Wang y Higgins, 2005). Otro de los genes con 
aumento de expresión en nuestro estudio, que sugiere que T. harzianum puede producir 
NO durante las primeras etapas de su interacción con plantas de tomate, es el que 
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codifica para una acetilornitina aminotransferasa, que es una enzima dependiente de 
piridoxal fosfato implicada en la biosíntesis de arginina. Este aminoácido no solo es 
importante para la biosíntesis de proteínas sino también para el almacenamiento de 
nitrógeno y la biosíntesis de NO. Así, en el hongo filamentoso Coniothyrium minitans se 
encontró que la L-arginina es un aminoácido esencial para la conidiación, posiblemente 
por medio de un proceso mediado por NO (Gong y col., 2007). Alternativamente, el 
NO producido por T. harzianum podría actuar como un regulador clave en procesos de 
desarrollo y defensa de las plantas (Fernández-Marcos y col., 2011). 
Otros once genes inducidos en T. harzianum CECT 2413 por la presencia de 
plantas de tomate también sugieren un crecimiento y desarrollo activo del hongo 
durante el establecimiento de la asociación simbiótica. Entre ellos, dos genes que 
codifican para D-lactato deshidrogenasas, enzimas que modulan el flujo del piruvato 
cuando se requiere glucosa para el desarrollo de las hifas (LéJohn, 1971), y cuya 
actividad durante la interacción Trichoderma-planta podría permitirle al hongo evadir 
respuestas de defensa de la planta, como la producción de NO (Hong y col., 2008, 
Wendehenne y col., 2004), puesto que se sabe que dicha enzima permite mantener el 
balance redox durante el estrés nitrosativo generado por el hospedador frente al ataque 
de un patógeno (Richardson y col., 2008); una glucano sintasa, enzima clave para la 
biosíntesis de la pared celular en hongos (Latgé, 2007), cuya inducción puede 
correlacionarse con los resultados del estudio proteómico llevado a cabo por Marra y 
col. (2006), quienes describieron la inducción de una quitina sintasa (enzima implicada 
en la síntesis de pared celular tras el sometimiento a estreses químicos, físicos u 
osmóticos) en T. atroviride durante su interacción con hojas de alubia; una 
fosfatidilserina sintasa, enzima que participa en la síntesis y mantenimiento de la 
membrana celular fúngica a través del metabolismo del CDP-diacilglicerol (Carman y 
Han, 2009; Chen y col, 2010), cuya inducción podría relacionarse con el mantenimiento 
de la integridad de las paredes celulares como consecuencia del daño celular sufrido 
durante la interacción con la planta (Jung y Levin, 1999); una formil-tetrahidrofolato 
desformilasa, enzima implicada en el metabolismo de pequeñas moléculas y síntesis de 
ADN, que ha sido relacionada con las etapas tempranas de las asociaciones simbióticas 
entre microorganismos y plantas (Zhang y Chen, 2006) y cuya inducción también se 
detectó en otro estudio en T. harzianum en contacto con plantas de tomate (Chacón y 
col., 2007); una proteína tumoral controlada traduccionalmente (TCTP), que 
presenta actividad chaperona y que tanto en hongos, plantas y mamíferos está 
 





implicada en importantes procesos del crecimiento, como la proliferación mitótica 
durante las etapas tempranas de la diferenciación celular, la progresión del ciclo 
celular, así como en la protección celular frente a diversos tipos de estrés (Berkowitz y 
col., 2008; Bommer, 2012; Oh y col., 2013).  
Durante la interacción de T. harzianum CECT 2413 con plantas de tomate 
también detectamos la inducción de una hidrofobina perteneciente a la clase II. Los 
genes que codifican para este tipo de hidrofobinas se encuentran expandidos en los 
genomas de Trichoderma spp. con respecto a otros ascomicetos, lo cual se ha 
relacionado con la capacidad de ciertas especies de este género para adherirse a la 
superficie de un amplio rango de hospedadores (Kubicek y col. 2008; Lorito y col., 
2010). En Trichoderma spp., las hidrofobinas estan implicadas en la hidrofobicidad 
superficial del hongo (Lora y col., 1995), en el desarrollo de las hifas y formación de 
conidios (Muñoz y col., 1997; Askolin y col., 2005; Mendoza-Mendoza y col., 2007), así 
como en procesos relacionados con la interacción con plantas, tal es el caso de la 
hidrofobina TasHyd1 de T. asperelloides, que participa en el proceso de colonización de 
raíces de plantas de pepino (Viterbo y Chet, 2006), y de una hidrofobina de T. atroviride 
implicada en la interacción con raíces de plantas de alubia (Marra y col., 2006). Otro 
gen relacionado con la adherencia a superficies hidrofóbicas que mostró una mayor 
expresión en respuesta al crecimiento de T. harzianum CECT 2413 en contacto con 
raíces de plantas de tomate fue qid74. Se ha propuesto que este gen, que codifica para 
una proteína de pared celular (Rey y col., 1998), participa en la adherencia celular a la 
superficie de hospedadores fúngicos, así como en la protección celular frente a las 
toxinas producidas por estos durante la interacción micoparasítica (Rosado y col., 
2007), si bien nuestros resultados de expresión apuntan hacia un rol adicional en la 
interacción temprana Trichoderma-planta (ver Capítulo II de esta Memoria).  
Finalmente, se encontró otro gen asociado con la interacción con el hospedador 
cuya inducción en T. harzianum CECT 2413 en contacto con raíces vegetales podría 
relacionarse con la activación de respuestas de defensa en las plantas. Se trata del 
homólogo del gen que codifica para la proteína Sm1/Epl1 en T. virens/T. atroviride, 
perteneciente a la familia de las ceratoplataninas ‒proteínas de pequeño tamaño, 
secretadas y ricas en cisteínas con puentes disulfuro, que pueden actuar como proteínas 
efectoras en procesos fitopatogénicos o como inductoras de defensa en plantas 
(Pazzagli y col., 2014)‒ implicada en la inducción respuestas de defensa tanto a nivel 
local como sistémico (Djonović y col., 2006, 2007). Además, se detectó la inducción de 
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un gen que codifica para un inhibidor de serin-proteasas del tipo Kazal I1, y que 
sugiere la activación de mecanismos de "contradefensa" (ETI) a los que podría recurrir 
T. harzianum durante las primeras etapas del proceso de colonización del tejido radical 
con objeto de protegerse de los metabolitos tóxicos producidos por la planta como 
parte de su respuesta de defensa, y garantizar así el establecimiento de la asociación 
simbiótica. En el oomiceto Phytophthora infestans se ha descrito que la actividad de este 
tipo de inhibidores es capaz de inhibir la acción de proteasas secretadas por la planta 
para restringir la invasión del hongo (Tian y col., 2005). El aumento en el nivel de 
expresión del gen que codifica para una nitropropano dioxigenasa, enzima implicada 
en la defensa fúngica contra nitroalcanos secretados por la planta (Daubner y col., 
2002), también sugiere que T. harzianum CECT 2413 es capaz de protegerse del efecto 
de compuestos tóxicos de origen vegetal. Algunos otros genes inducidos en T. 
harzianum CECT 2413, que también podrían estar potencialmente relacionados con 
procesos de desintoxicación, son los que codifican para una dimetilanilina 
monooxigenasa, que es una flavoproteína de amplio espectro capaz de actuar sobre 
diversos sustratos, incluyendo alcaloides de origen vegetal (Naumann y col., 2002); una 
proteína con dominio RTA1 perteneciente a una familia compuesta por proteínas 
involucradas en la resistencia a sustancias tóxicas (Soustre y col., 1996); y una S-
hidroximetilglutatión sintasa, que podría estar implicada en el consumo del 
formaldehido citotóxico resultante de diversas reacciones de desmetilación (Pócsi y 
col., 2004).  
 En definitiva, el microarray multiespecies desarrollado en este trabajo nos ha 
permitido identificar diversos genes potencialmente implicados en la respuesta 
transcripcional de T. harzianum CECT 2413 durante las primeras horas de interacción 
con raíces de plantas de tomate (Samolski y col., 2009), dos de los cuales (qid74 y asp1) 
son estudiados en los Capítulos II y III de esta Memoria. Muchos de los genes 
encontrados no habían sido previamente relacionados con la interacción Trichoderma-
planta, incluyendo genes relacionados con la biosíntesis de óxido nítrico, serotonina y 
melatonina, desintoxicación de compuestos tóxicos y xenobióticos, actividades 
micoparasíticas, desarrollo del micelio o aquellos asociados con la formación de 
estructuras de infección de tejidos vegetales, que pueden, por tanto, proporcionar una 
nueva visión de los procesos que hacen posible el establecimiento de la asociación 
simbiótica con la planta y de las funciones que desempeña el hongo en dicha asociación. 
Nuestro entendimiento actual sobre la interacción Trichoderma-planta podría 
 





considerarse tan solo la punta del iceberg, por lo que muchos más mecanismos y 
factores moleculares están todavía por definir y ser validados experimentalmente.  
La efectividad del "Trichochip" para detectar genes expresados 
diferencialmente en T. harzianum bajo diversas condiciones de crecimiento pone de 
manifiesto la utilidad de esta herramienta para llevar a cabo estudios transcriptómicos. 
En futuros trabajos se podría abordar el estudio de diferentes etapas del proceso de 
colonización de la planta, así como el análisis de expresión de otras especies de 
Trichoderma representadas en el microarray e, incluso, de especies no incluidas en el 
mismo. Además, hoy en día es posible construir versiones mejoradas de este microarray, 
gracias a la reciente liberación de los genomas completos de otras siete especies de 
Trichoderma (Grigoriev y col., 2012; Studholme y col., 2013; Xie y col., 2014), y a la 
disponibilidad de microarrays de mayor densidad que aseguran la cobertura de genomas 
completos. De hecho, recientemente se ha construido una segunda versión del 
"Trichochip" añadiendo secuencias de transcritos deducidos del genoma de T. virens 
Gv29-8. Esta versión ha sido utilizada con éxito para el análisis de la respuesta 
transcriptómica de cuatro especies de Trichoderma (T. harzianum CECT 2413, T. virens 
Gv29-8, T. hamatum IMI 224801 y T. parareesei IMI 113135) durante su interacción 











































Capítulo II. Caracterización funcional del gen qid74 





































































INTRODUCCIÓN         
Como se ha mostrado en los resultados del capítulo anterior, el análisis de la 
respuesta transcriptómica de la cepa T. harzianum CECT 2413 en presencia de plantas 
de tomate permitió la identificación de numerosos genes inducidos durante las 
primeras horas de interacción Trichoderma-planta. Entre estos genes se encuentra 
qid74, cuya expresión aumentada en estas condiciones generó un interés particular ya 
que este gen se había relacionado previamente con la interacción Trichoderma-hongo 
fitopatógeno (Rey y col., 1998; Rosado y col., 2007), pero nunca, hasta esta Tesis, con 
la interacción Trichoderma-planta.  
El gen qid74 de T. harzianum CECT 2413 codifica una proteína de pared celular 
de 704 aa rica en cisteína, que se encuentra conservada en otras especies del género 
Trichoderma (Rey y col., 1998). Qid74 fue descrita por su inesperada homología con la 
proteína salival BR3 del díptero Chironomus tentans, codificada por un gen perteneciente 
a la familia multigénica denominada Balbiani ring, ubicada en un cromosoma politénico 
(cromosoma que experimenta rondas sucesivas de replicación de ADN sin división 
celular). Los genes BR se sitúan concretamente en un gran puff cromosómico, que 
consiste en una región desenrollada del cromosoma con alta actividad transcripcional 
que se ve reflejada en altos niveles de secreción proteica (Wieslander, 1994). Al no 
encontrarse indicios del gen qid74 en organismos relacionados con Trichoderma spp. 
como el hongo Gibberella fujikuroi (teleomorfo de Fusarium verticillioides) o la levadura 
Saccharomyces cerevisiae, inicialmente se sugirió que este podía haber surgido de novo en 
el género Trichoderma, y que su presencia en el reino Fungi y en el reino Animalia 
parecía constituir, a priori, un caso de evolución convergente (Rey y col., 1998). Sin 
embargo, posteriormente se concluyó que este no era un ejemplo correcto de evolución 
convergente de genes, ya que la proximidad de las secuencias de BR3 y Qid74 no era 
precisamente en las regiones codificantes sino en las secuencias repetitivas no 
codificantes, a partir de las cuales cada gen había surgido de manera independiente. En 
efecto, al comparar la secuencia de Qid74 con otras secuencias disponibles hoy en día 
en las bases de datos, se ha encontrado que presenta mayor similitud con algunas 
proteínas hipotéticas de diferentes especies de hongos fitopatógenos del género 
Fusarium, así como con proteínas hipotéticas de diversos miembros del reino animal, 
como cefalocordados, ascidias, moluscos, nematodos, peces, anfibios, aves y 
mamíferos. 
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Como se muestra en la Figura 12, la proteína Qid74 presenta repeticiones de 
regiones ricas en cisteína, que se encuentran altamente conservadas y dispuestas en 
tándem. Cada repetición está formada por una unidad, ya sea completa o incompleta, de 
59 aa, pudiendo presentar motivos tripeptídicos [CXC] y/o pentapeptídicos 
[CXXXC] (Rey y col., 1998). Su secuencia presenta el dominio EGF (Epidermal 
Growth Factor), formado por seis residuos de cisteína, cuya función parece estar 
relacionada con la transducción de señales, reconocimiento y adherencia celular en 
diversas proteínas eucarióticas mediante la unión proteína-proteína y proteína-
carbohidrato (Appella y col., 1988; Rao y col., 1995). Estos residuos de cisteína son 
importantes para la formación de la estructura tridimensional de la proteína ya que 
participan en la formación de enlaces disulfuro intra e intermoleculares y, por tanto, en 
el reconocimiento por parte de receptores y otras moléculas implicadas en la 
señalización celular (Wouters y col., 2005). 
 
 
Fig. 12. Alineamiento de la secuencia aminoacídica de las repeticiones de 59 aa de 
longitud de la proteína Qid74. (Rey y col.,1998). 
 
 
Existen otras proteínas fúngicas que también presentan motivos ricos en 
cisteína, tales como las hidrofobinas, que presentan ocho residuos conservados de 
cisteína y se dividen en dos clases (I y II) dependiendo de sus perfiles hidropáticos y de 
la distancia entre las cisteínas conservadas (Linder y col., 2005). Este tipo de proteínas 
se localiza en la superficie externa de las paredes celulares fúngicas, desde donde 
median diversos procesos de interacción como el reconocimiento del hospedador y la 
adherencia a su superficie durante la infección de otros hongos, insectos y plantas, así 
como también durante las asociaciones simbióticas (Whiteford y Spanu, 2002). Otras 
proteínas fúngicas con motivos ricos en cisteína son las ceratoplataninas, con cuatro 
residuos conservados de cisteína en su secuencia, que participan en procesos 
fitopatogénicos (Pazzagli y col., 2014) y que, como ya se ha comentado en la Discusión 
del Capítulo I de esta Memoria, en el caso de Trichoderma spp. estas proteínas son 
 





capaces de inducir en plantas resistencia sistémica frente a enfermedades (Djonović y 
col., 2006; Seidl y col., 2006).  
Teniendo en cuenta que el gen qid74 se ha relacionado con la adherencia de T. 
harzianum a superficies hidrofóbicas, así como con procesos de protección celular 
(Rosado y col., 2007), el hecho de que hayamos encontrado que la expresión de este 
gen aumenta en presencia de plantas de tomate (Capítulo I de esta memoria; Samolski 
y col., 2009) lleva a pensar que podría participar en alguna de las diferentes etapas del 
proceso simbiótico que se da entre las especies de Trichoderma y las plantas. Por 
ejemplo, podría mediar la adherencia fúngica sobre la superficie de las raíces y, a su 
vez, la colonización de las mismas gracias a la capacidad que le conferiría al hongo para 
protegerse frente a los compuestos tóxicos producidos por las plantas durante la 
interacción. En este contexto, en el presente capítulo se aborda el estudio funcional del 
gen qid74, con especial énfasis en la relación íntima que establece el hongo con las 
raíces de tomate y pepino desde el punto de vista de la competencia rizosférica. Para 
ello, se evalúan las propiedades y comportamiento de la cepa silvestre T. harzianum 
CECT 2413 en comparación con cepas que carecen del gen qid74 (QID∆1, QID74∆2) y 
cepas que sobreexpresan dicho gen (QID74T1, QID74T2). Estas cepas fueron 
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RESULTADOS         
1. ENSAYOS DE HIDROFOBICIDAD 
Con objeto de estudiar la posible participación de la proteína Qid74 en la 
hidrofobicidad del micelio de T. harzianum CECT 2413, se llevaron a cabo dos tipos de 
ensayos comparando la cepa silvestre con las cepas QID741, QID742, QID74T1 y 
QID74T2. 
Por un lado, se evaluó la hidrofobicidad superficial de las hifas de cada cepa 
depositando gotas de 100 μL de agua sobre las colonias fúngicas en crecimiento 
vegetativo, según se describe en el apartado 10.1.1 de Materiales y Métodos. En 
ninguna de las cepas analizadas se observó la absorción de las gotas por parte del 
micelio, sino que estas permanecieron intactas mostrando, aparentemente, el mismo 
ángulo de contacto con la superficie del hongo (ejemplo en la Figura 14A). Este 
resultado indicaba que el micelio de la cepa silvestre era hidrofóbico y que presentaba 
el mismo grado de hidrofobicidad tanto en ausencia de qid74 como cuando el gen está 
sobreexpresado. 
Por otro lado, se evaluó la capacidad del micelio de cada cepa para romper la 
interfase líquido-aire, o lo que es lo mismo, para escapar de un ambiente hidrofílico 
(agua) a uno hidrofóbico (aire). Para ello se depositaron gotas de medio líquido de 
cultivo MM, conteniendo esporas de la cepa correspondiente, en el fondo de placas 
Petri, las cuales se incubaron durante 96 h para permitir la germinación y el 
crecimiento del hongo (ejemplo en la Figura 14B). A las 24 h de incubación se observó 
que las esporas de todas las cepas ensayadas fueron capaces de germinar y crecer 
dentro de la gota (ejemplo en la Figura 14C). A las 72 h de incubación todas las gotas 
mostraron una apariencia cóncava, notándose un colapso en el centro de las mismas 
(ejemplo en la Figura 14D). Finalmente, a las 96 h se pudo observar que las hifas de 
todas las cepas ensayadas habían sido capaces de romper la tensión superficial de la 
gota y de crecer fuera de esta sin formar micelio aéreo, permaneciendo en contacto con 
la superficie de la placa (ejemplo en las Figuras 14E y 14F). 
El hecho de que en ambos ensayos, tanto la cepa silvestre T. harzianum CECT 
2413 como las cepas QID741, QID742, QID74T1 y QID74T2, mostraran el mismo 
comportamiento indicaba que la deleción o la sobreexpresión del gen qid74 no parecía 
afectar al carácter hidrofóbico del micelio de este hongo. 
 






















Figura 14. Imágenes representativas de los ensayos de hidrofobicidad del micelio de cepas 
de T. harzianum. A: Ensayo de hidrofobicidad superficial donde se evalúa la absorción de 
gotas de agua (100 μL) depositadas sobre la superficie de micelio vegetativo durante 48 h 
(ensayo descrito en el apartado 10.1.1 de Materiales y Métodos). B-F: Ensayo de ruptura 
de la interfase líquido-aire donde se evalúa la capacidad de las hifas para romper la tensión 
superficial de gotas de medio líquido MM, y para emerger y crecer sobre las gotas (ensayo 
descrito en el apartado 10.1.2 de Materiales y Métodos). Imágenes de gotas de medio 
líquido MM tomadas a las 0 h (B), 24 h (C), 74 h (D) y 96 h (E y F). 
 
 
2. ENSAYOS DE PROTECCIÓN CELULAR: RESISTENCIA A 
COMPUESTOS ANTIFÚNGICOS 
Con objeto de evaluar el papel propuesto para la proteína Qid74 de T. 
harzianum CECT 2413 en procesos de protección celular (Rosado y col., 2007), se 
analizó la resistencia de la cepa silvestre y de las cepas QID741, QID742, QID74T1 
y QID74T2 frente a tres tipos de agentes antifúngicos: (i) enzimas líticas secretadas 
por la propia cepa silvestre (autoprotección celular), (ii) compuestos tóxicos secretados 
por plantas y (iii) fungicidas químicos. 
(i) Para llevar a cabo el ensayo de autoprotección celular se recogieron los 
sobrenadantes de cultivo de la cepa silvestre tras 24 h de crecimiento en condiciones en 
las que se induce la secreción de numerosas enzimas líticas (presencia de paredes 
celulares fúngicas o de paredes celulares vegetales; apartado 4.6 de Materiales y 
Métodos).  
Las proteínas presentes en estos sobrenadantes de cultivo se concentraron 
según se describe en el apartado 8.1 y se utilizaron para evaluar su efecto antifúngico 
sobre la germinación de esporas y el crecimiento de las germínulas de las distintas 
cepas de Trichoderma en estudio. 
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El perfil de proteínas secretadas por T. harzianum en cada condición de cultivo 
se muestra en la Figura 15. 
 
 
Figura 15. Análisis SDS-PAGE de las 
proteínas secretadas por T. harzianum 
CECT 2413 al medio de cultivo tras 24 h 
de crecimiento en presencia de paredes 
celulares de: R. solani (1), raíces de tomate 
(2) y raíces de pepino (3). Los 
concentrados proteicos se obtuvieron 
según se describe en el apartado 4.6 de 
Materiales y Métodos. En cada carril se 
cargaron 15 μL de sobrenadante de 
cultivo concentrado (28x, 9x y 14x, 





Los resultados obtenidos mostraron que en ningún caso los sobrenadantes 
proteicos tenían efectos negativos en cuanto al porcentaje de germinación de esporas 
de las distintas cepas de Trichoderma analizadas, sin embargo, sí se vio afectada la 
elongación de los tubos germinativos en comparación con la condición control (agua), 
observándose aglomeración de las germínulas así como tubos germinativos más cortos, 
si bien, no hubo diferencias entre la cepa silvestre y las cepas QID74∆1, QID74∆2, 
QID74T1 y QID74T2 (comparar los ejemplos mostrados en las Figuras 16A-C y 
16F).  
(ii) Para evaluar la resistencia frente a compuestos tóxicos secretados por plantas, 
se analizó el porcentaje de germinación de esporas y el crecimiento de las germínulas 
de las diferentes cepas en estudio en presencia de exudados de raíces de pepino y de 
peróxido de hidrógeno (H2O2). Como se muestra en la Figura 16D, en este caso 
tampoco se observaron diferencias entre la cepa silvestre y las cepas QID74∆1, 
QID74∆2, QID74T1 y QID74T2. En el caso de los exudados vegetales, las esporas de 
todas las cepas evaluadas fueron capaces de germinar y elongar el tubo germinativo en 
la misma medida, si bien se observó que, en general, el efecto tóxico de los exudados 
vegetales sobre el crecimiento de las germínulas fue menor que el observado en el 
ensayo anterior de autoprotección. Por otra parte, en presencia de H2O2 se encontró 
que las esporas de ninguna de las cepas evaluadas fueron capaces de germinar (Figura 
16E). 
 



































Figura 16.  Efecto de distintos compuestos antifúngicos sobre cepas de T. harzianum. 
WT, cepa silvestre CECT 2413; QID74T1, transformante que sobreexpresa qid74; 
QID74Δ1, mutante nulo de qid74. A-C: germínulas de T. harzianum en presencia de 
concentrados de proteínas secretadas por T. harzianum CECT 2413 (ensayos de 
autoprotección celular). Los concentrados proteicos se obtuvieron según se describe en el 
apartado 4.6 de Materiales y Métodos tras 24 h de crecimiento de T. harzianum CECT 
2413 en presencia de paredes celulares del hongo R. solani (A); paredes celulares de raíces 
de plantas de pepino (B); o paredes celulares de raíces de plantas de tomate (C), como 
fuentes de carbono. El perfil de proteínas producidas por la cepa T. harzianum CECT 2413 
en cada condición de cultivo se muestra en la Figura 15. D-E: germínulas de T. harzianum 
en presencia de compuestos tóxicos producidos por plantas. D: exudados de raíces de 
plantas de pepino (obtenidos según se describe en el apartado 10.2.2 de Materiales y 
Métodos). E: H2O2 4 mM. F: germínulas de T. harzianum con agua ultrapura estéril en 
sustitución del compuesto antifúngico (controles negativos). Los ensayos se realizaron en 
placas de microtitulación según se describe en el apartado 10.2 de Materiales y Métodos. 
Cada pocillo contenía: 36 μL del agente antifúngico, 4 μL de medio líquido PDB 5x, y 20 
μL de una suspensión de 800 esporas de la cepa de T. harizanum correspondiente. Los 
concentrados proteicos de T. harzianum CECT 2413 y los exudados vegetales se utilizaron 
a una concentración final 5x. Las placas se incubaron a 22ºC en oscuridad durante 12 h. 
Transcurrido este tiempo, se evaluó el porcentaje de germinación de esporas de las cepas 
fúngicas evaluadas y la elongación de los tubos germinativos.  
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(iii) Finalmente, se examinó la resistencia de las cepas en estudio a los fungicidas 
químicos miconazol y terbinafina. En estos ensayos tampoco se observaron diferencias 
entre la cepa silvestre y las cepas QID74∆1, QID74∆2, QID74T1 y QID74T2. La 
concentración mínima inhibitoria (CMI) en todos los casos se mantuvo entre 15 y 25 
ppm y todas las cepas toleraron mejor la terbinafina que el miconazol (ejemplo 
mostrado en la Figura 17). A partir de 50 ppm no se observó crecimiento miceliar en 
















Figura 17. Imágenes representativas del efecto de los fungicidas químicos miconazol y 
terbinafina sobre cepas de T. harzianum. Los ensayos se realizaron en placas de 
microtitulación según se describe en el apartado 10.2.3 de Materiales y Métodos. Cada 
pocillo contenía: 50 μL de la solución antifúngica, 75 μL de medio MM suplementado con 
glucosa al 2% (p/v), y 125 μL de una suspensión con 2x105 esporas de la cepa fúngica 
correspondiente (8x105 esporas/mL en cada pocillo). La CMI se determinó después de 72 
h de crecimiento a 28ºC en oscuridad. 
 
 
 Por tanto, los resultados obtenidos en los distintos ensayos de resistencia 
llevados a cabo indicaron que la sobreexpresión o la deleción del gen qid74 en T. 
harzianum CECT 2413 no parecía alterar la resistencia del micelio frente a los 
diferentes compuestos antifúngicos evaluados.  
 
3.   ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DEL GEN qid74 EN LA 
INTERACCIÓN Trichoderma-PLANTA 
3.1.  Análisis de expresión del gen qid74  
Como una primera aproximación para investigar un posible papel de qid74 en la 












condiciones, in vivo e in vitro, relacionadas con dicha interacción, mediante Northern 
blot. 
En primer lugar, se analizó la expresión de qid74 en micelio de T. harzianum 
cultivado a distintos tiempos (4 h, 9 h y 24 h) en contacto con raíces de plántulas de 
pepino (sistema de interacción Trichoderma-planta descrito en el apartado 10.5.3.1 de 
Materiales y Métodos), en comparación con la presencia de una superficie inerte (fibras 
de nailon en sustitución del sistema radical de las plántulas), así como en medio basal 
PGM. Los resultados obtenidos mostraron que la expresión de qid74 era inducida 
rápidamente (4 h) en presencia de plántulas (Figura 13A; PGM+P), mientras que a 
tiempos cortos había mucho menos expresión en PGM, y apenas se detectaban niveles 
de ARNm en el micelio en presencia de fibras de nailon (Figura 13A; PGM+N). Este 
resultado indicaba que la expresión de qid74 durante las primeras horas de interacción 
Trichoderma-planta se debía a un reconocimiento específico (físico y/o químico) de la 
presencia de la planta por parte del hongo y no a una mera cuestión de contacto físico 
con una superficie sólida cualquiera (como sería el caso de las fibras de nailon). Como 
se muestra en la Figura 13A, a tiempos más largos (9 h y 24 h) se detectaron altos 
niveles de ARNm de qid74 en todas las condiciones ensayadas. 
Posteriormente, con el fin de evaluar si la temprana expresión de qid74 durante 
la interacción Trichoderma-planta estaba relacionada con el reconocimiento por parte 
del hongo de componentes de la pared celular vegetal, se analizó la expresión de qid74 
en micelio de T. harzianum cultivado en medio PGM con paredes celulares de raíces, o 
con carboximetilcelulosa (CMC) (la celulosa es el componente mayoritario de las 
paredes celulares vegetales) como fuente de carbono (los cultivos se realizaron según 
se describe en el apartado 4.5 de Materiales y Métodos). Como se muestra en la Figura 
13B, al igual que ocurría en el ensayo de interacción con plántulas in vivo (PGM+P), 
en ambos casos (PGM+PCP y PGM+CMC) se observó una fuerte expresión de qid74 
desde las 4 h de cultivo.  
Finalmente, para analizar si el diálogo químico que establecen hongo y planta 
durante su interacción participaba en la inducción de qid74, se cultivó micelio de T. 
harzianum en medio PGM donde previamente se había llevado a cabo un ensayo de 
interacción Trichoderma-planta durante 24 h (el sobrenadante de este ensayo se recogió 
por filtración y se utilizó como medio de cultivo para estudiar la expresión de qid74 en 
un nuevo cultivo de T. harzianum solo). Como se muestra en la Figura 13A, en este 
medio (SBT-P) se observó un aumento significativo en el nivel de ARNm de qid74 
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respecto al medio basal PGM, indicando que componentes solubles liberados al medio 
durante la interacción Trichoderma-planta que previamente había tenido lugar, 
aumentaban el nivel de expresión de qid74, si bien este efecto no ocurría hasta las 9 h 








Figura 13. Análisis tipo Northern del gen qid74 de T. harzianum CECT 2413. Cada carril 
contiene 20 μg de ARN total extraído de micelio cultivado, según se describe en el 
apartado 4.5 de Materiales y Métodos, durante 4, 9 y 24 h en medio PGM en distintas 
condiciones relacionadas con la interacción con plantas. A: medio PGM con plántulas de 
pepino (PGM+P) (sistema de interacción Trichoderma-planta descrito en el apartado 
10.5.3.1 de Materiales y Métodos); medio PGM en el que se retiraron las plántulas de 
pepino y se sustituyeron por fibras de nailon (PGM+N) antes de la inoculación del medio 
con T. harzianum; medio PGM en el que se retiraron las plántulas de pepino antes de la 
inoculación del medio con T. harzianum (PGM); medio PGM donde previamente se había 
llevado a cabo un ensayo de interacción Trichoderma-planta según se indica en el texto 
[SB(T-P)]. B: medio PGM suplementado con paredes celulares de raíces de plantas de 
pepino (PGM+PCP) al 1% (p/v); carboximetilcelulosa (PGM+CMC) al 0,5% (p/v); o 
glucosa al 0,1% (p/v) (PGM). Como sonda se utilizó un fragmento de 0,4 kb de la ORF del 
gen qid74, amplificado con los oligonucleótidos Q74F y Q74R y marcado con 
digoxigenina. Como control de carga se muestra una tinción del gel de agarosa con BrEt 
para visualizar el ARNr 28S y 18S. 
 
 
3.2.  Competencia rizosférica 
Con el propósito de estudiar si la proteína Qid74 participaba en la competencia 
rizosférica de T. harzianum CECT 2413, se analizó la capacidad de la cepa silvestre y 
de las cepas QID741, QID742, QID74T1 y QID74T2 para adherirse y colonizar 
raíces tanto a nivel externo como interno. Con este fin, el crecimiento de las plantas se 
llevó a cabo utilizando un sistema de cultivo hidropónico (descrito en el apartado 5.4 
de Materiales y Métodos) que resultó idóneo en los estudios de interacción 
Trichoderma-planta, ya que al carecer de sustrato sólido se facilita tanto el manejo del 
material biológico como la visualización del proceso de colonización. 
Para poder realizar el seguimiento in vivo del proceso de colonización de las 
raíces mediante microscopía confocal, en primer lugar se abordó la construcción de 
cepas de T. harzianum marcadas con la proteína verde fluorescente (GFP). 
 





3.2.1.  Obtención de cepas de T. harzianum CECT 2413 marcadas con proteína 
verde fluorescente (GFP) 
La construcción de cepas de T. harzianum marcadas con GFP se llevó a cabo 
mediante cotransformación de protoplastos de las cepas silvestre, QID74T2 y 
QID74∆2 con los plásmidos pZEGA 1, que porta el gen reportero gpf, y pAN7-1, que 
porta el gen hph de resistencia a higromicina como marcador de selección (Figura 48 
de Materiales y Métodos). Como resultado de la transformación se aislaron un total de 
32 regenerantes estables por cepa tras sucesivas rondas de crecimiento, alternando 
medios con y sin selección. Para comprobar la incorporación del gen gfp en el genoma 
de los regenerantes, se realizó un primer escrutinio por PCR utilizando los 
oligonucleótidos pptUP y psil-Term 1, que amplifican un fragmento de 1 kb del casete 
de expresión que incluye el extremo 3' del promotor pki1, el gen gfp y el extremo 5' del 
terminador cbh2. El análisis mediante electroforesis de los productos de PCR confirmó 
la presencia del gen gfp en 19 (59,4%) regenerantes obtenidos a partir de la cepa 
silvestre y en 26 (81,3%) regenerantes obtenidos a partir de cada una de los 
transformantes QID74 (datos no mostrados). A continuación, se seleccionaron aquellos 
transformantes que mostraron un crecimiento normal en medio PDA, y se verificó la 
integración del gen gfp en el genoma mediante análisis tipo Southern. Para determinar 
el número de inserciones ectópicas se digirió ADN genómico con la enzima XbaI, cuya 
diana se encuentra en un solo sitio del vector de expresión pZEGA 1 (fuera del gen gfp, 
Figura 49), y se hibridó con una sonda que contenía el gen gfp. Como se muestra en la 
Figura 18, en todos los transformantes analizados se confirmó la presencia del gen gfp 
y, si bien cada transformante presentó un distinto patrón de hibridación, en la mayoría 
de ellos se detectó una banda intensa de aproximadamente 5,2 kb (correspondiente al 
tamaño del plásmido pZEGA 1) que podría corresponder a copias insertadas en 
tándem. El resto de bandas detectadas mostraron diferentes intensidades y tamaños, y 
podrían corresponder a inserciones de una sola copia o bien a inserciones truncadas. Se 
observó que la mayoría de los transformantes presentaban bandas del mismo tamaño, 
resultado que sugiere sitios preferentes de integración ectópica, fenómeno descrito 
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Figura 18. Análisis tipo 
Southern de la cepa silvestre y 
transformantes de T. 
harzianum CECT 2413. Cada 
carril contiene 10 μg de ADN 
genómico digerido con la 
enzima de restricción XbaI, 
cuyo único corte dentro del 
vector pZEGA 1 permite 
estimar el número de 
inserciones. Como sonda se 
utilizó un fragmento de 1 kb 
(que contiene al gen gfp), 
amplificado con los 
oligonucleótidos pptUP y psil-
Term 1, marcado con 
digoxigenina. M, marcador de 
peso molecular λ 
EcoRI/HindIII. WT, cepa 
silvestre; QID4T2, cepa que 
sobreexpresa qid74; QID74∆2, 
mutante nulo qid74. * 
Transformantes seleccionados 





La expresión del gen gfp en los transformantes seleccionados se confirmó 
mediante microscopía de fluorescencia. Estos transformantes se denominaron de forma 
abreviada: GFP/WT, GFP/QID74Ta, GFP/QID74Tb, GFP/QID74∆a y 
GFP/QID74∆b. 
 
3.2.2.  Adherencia y colonización 
En primer lugar, se evaluó la capacidad del micelio de la cepa silvestre y de 
las cepas QID741, QID742, QID74T1 y QID74T2 para adherirse a la superficie de 
raíces de plántulas de pepino. Como se muestra en la Figura 19, a las 24 horas de 
interacción tanto la cepa silvestre como las demás cepas en estudio se encontraban 
completamente adheridas a las raíces. Todas las cepas, sin distinción, mostraron un 
fuerte grado de adherencia que dificultaba la separación del micelio del sistema radical 
de las plántulas. 
El seguimiento del proceso de colonización de las raíces se llevó a cabo 
mediante microscopía confocal de fluorescencia. Para ello, según se describe en el 
apartado 10.5.3.2 de Materiales y Métodos, se cultivaron plántulas de pepino en 
presencia de germínulas de las cepas de T. harzianum marcadas con GFP 
(GFP/WT, GFP/QID74Ta, GFP/QID74Tb, GFP/QID74∆a y GFP/QID74∆b) y se 
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Figura 19. Imágenes representativas de los ensayos de adherencia de cepas de T. 
harzianum a las raíces de plántulas de pepino (sistema de interacción Trichoderma-planta 
descrito en el apartado 10.5.6 de Materiales y Métodos). A: plántulas de pepino 
cultivadas en medio líquido PGM inoculado con micelio de T. harzianum. B: micelio de 
T. harzianum completamente adherido a las raíces tras 24 h de cultivo. 
 
A 10 horas postinoculación (hpi) se observó que las germínulas de todas las 
cepas en estudio se encontraban profusamente adheridas a la superficie de las raíces. A 
nivel microscópico, tampoco se detectaron diferencias entre la cepa GFP/WT y las 
cepas GFP/QID74Ta, GFP/QID74Tb, GFP/QID74∆a y GFP/QID74∆b. A las 24 
hpi se observó que las hifas de todas las cepas examinadas se encontraban 
firmemente ancladas a la superficie de las raíces (ejemplo en la Figura 20A), 
principalmente en la zona apical (ejemplo en la Figura 20B) aunque sin colonización 
interna aparente. A las 48 hpi se comprobó que todas las cepas en estudio habían sido 
capaces de penetrar la epidermis de las raíces y de colonizar incipientemente los 
espacios intercelulares del tejido radical. Finalmente, a 120 hpi se observó un 
crecimiento fúngico extensivo entre las células epidérmicas del tejido radical, tanto en 
el caso de la cepa GFP/WT como de las cepas GFP/QID74Ta, GFP/QID74Tb, 
GFP/QID74∆a y GFP/QID74∆b (ejemplo en la Figura 20C). 
Cabe mencionar que no se observaron cambios en la morfología de las hifas de 
ninguna de las cepas de T. harzianum examinadas durante la interacción con las raíces 
de plántulas de pepino, tales como estructuras tipo papilas o tipo levaduriforme que 
Chacón y col. (2007) describieron durante la interacción de T. harzianum con raíces de 
plantas de tomate. Sin embargo, sí se observaron cambios morfológicos en la 
arquitectura del tejido radical. El efecto de la cepa silvestre y de las cepas QID74∆1, 
QID74∆2, QID74T1 y QID74T2 sobre el desarrollo del tejido radical se describe 
detalladamente en el apartado 3.3.  
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Figura 20. Análisis mediante microscopía confocal de fluorescencia de la colonización de 
raíces de plántulas de pepino por cepas de T. harzianum marcadas con GFP. Los ensayos 
de interacción Trichoderma-planta se realizaron con plántulas cultivadas en medio 
líquido PGM inoculado con germínulas de la cepa de T. harzianum correspondiente 
(según se describe en el apartado 10.5.6 de Materiales y Métodos). La fluorescencia 
verde corresponde a las células fúngicas; la fluorescencia roja corresponde a las células 
vegetales teñidas con ioduro de propidio. A: hifas de T. harzianum ancladas a la superficie 
de la raíz a 24 hpi. B: crecimiento profuso del micelio de T. harzianum alrededor del ápice 
de la raíz a 24 hpi. C: crecimiento de T. harzianum entre las células epidérmicas del tejido 
radical a 120 hpi. 
 
Finalmente, con objeto de cuantificar el nivel de colonización de las cepas de T. 
harzianum en estudio en el interior de las raíces de las plantas de pepino, se determinó 
la cantidad de ADN fúngico presente dentro del tejido radical mediante PCR a tiempo 
real. Para ello, previamente se retiró el micelio adherido a la superficie de las raíces, 
según se describe en el apartado 10.5.6 de Materiales y Métodos. Como se muestra en 
la Figura 21, hasta 96 hpi los niveles de ADN fúngico detectados fueron mínimos. 
Sin embargo, a 120 hpi se detectó un incremento significativo en la cantidad de 
ADN en la mayoría de las cepas analizadas, resultado que confirmaba la presencia 
de micelio activo capaz de crecer dentro del tejido radical, si bien no se encontró 
correlación entre los niveles de ADN detectados y la sobreexpresión o deleción del 
gen qid74. 
En conjunto, los resultados presentados en este apartado confirman que T. 
harzianum CECT 2413 es capaz de adherirse, penetrar y colonizar las raíces de 
plántulas de tomate, aunque no se encontró ninguna relación entre estas cualidades y 






























































Figura 21. Análisis mediante PCR a tiempo real de la presencia de T. harzianum en el 
interior de raíces de plántulas de pepino. WT, cepa silvestre; GFP/WT, cepa silvestre 
marcada con GFP; GFP/QID74Ta y GFP/QID74Tb, transformantes que sobreexpresan 
qid74 marcados con GFP; GFP/QID74Δa y GFP/QID74Δb, mutantes nulos de qid74 
marcados con GFP. Los ensayos de interacción Trichoderma-planta se realizaron con 
plántulas cultivadas en medio líquido PGM inoculado con germínulas de la cepa de T. 
harzianum correspondiente (según se describe en el apartado 10.5.6 de Materiales y 
Métodos). Los valores representados corresponden a la cantidad media de ADN de T. 
harzianum detectado en dos muestras (6 plantas/muestra) procedentes de experimentos 
independientes, utilizando los oligonucleótidos Q2413f y Q2413r. Como gen normalizador 
se utilizó el gen de la actina de C. sativus, amplificado con los oligonucleótidos CS-Factin y 
CS-Ractin. hpi, horas postinoculación. 
 
3.3.  Efecto sobre la germinación de semillas, crecimiento y estatus nutricional 
de las plantas 
3.3.1.  Ensayos en fitotrón 
En primer lugar, con el propósito de evaluar si la cepa silvestre T. harzianum 
CECT 2413 y las cepas QID74∆1, QID74∆2, QID74T1 y QID74T2 tenían algún 
efecto sobre la germinación de semillas y el crecimiento vegetal, se sembraron semillas 
de tomate pildoradas con una suspensión de esporas de la cepa fúngica correspondiente 
en cajas Magenta® con medio MS semisólido (según se describe en el apartado 10.5.4 
de Materiales y Métodos). Tras 20 días de incubación de las semillas no se observaron 
diferencias significativas entre las pildoradas con la cepa silvestre y las semillas no 
pildoradas (control negativo), tanto a nivel de la tasa de germinación, como a nivel de 
longitud de la parte aérea de las plántulas (datos no mostrados). Tampoco se 
observaron diferencias significativas entre las semillas pildoradas con la cepa silvestre 
y las pildoradas con las cepas QID74∆1, QID74∆2, QID74T1 y QID74T2. Estos 
resultados indican que, en las condiciones ensayadas, T. harzianum CECT 2413 no 
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parece tener efecto sobre la capacidad de germinación de las semillas de tomate ni 
sobre el crecimiento de las plántulas, y que la sobreexpresión o la deleción del gen 
qid74 en esta cepa no altera estos parámetros. 
Por otro lado, también se examinó si la cepa silvestre T. harzianum CECT 2413 
y las cepas QID74∆1, QID74∆2, QID74T1 y QID74T2 tenían efecto sobre el 
desarrollo de las raíces. Para ello, se llevaron a cabo ensayos en medio semisólido MS y 
se evaluó el desarrollo de las raíces en plántulas de tomate (según se describe en el 
apartado 10.5.4 de Materiales y Métodos). A 7 días postinoculación (dpi) se observó 
que tanto las raíces primarias como las secundarias de las plántulas tratadas con la cepa 
silvestre eran significativamente más cortas que las raíces de las plántulas que no 
habían sido tratadas. La longitud de las raíces principales se redujo en un 43% y la de 
las secundarias en un 28% respecto al control negativo (plántulas sin tratar). El 
número de raíces secundarias no se vio afectado (datos no mostrados). Como se 
muestra en la Figura 22, al comparar el efecto de la cepa silvestre con el de las cepas 
QID74∆1, QID74∆2, QID74T1 y QID74T2 no se encontraron diferencias 
significativas en cuanto a la longitud de las raíces principales, pero sí en la longitud y 
cantidad de raíces secundarias. Las plántulas tratadas con las cepas que sobreexpresan 
qid74 exhibieron raíces secundarias más largas que las plántulas tratadas con la cepa 
silvestre (entre 30% y 42% de incremento), aunque estas fueron menos abundantes 
(entre 33% y 44% de reducción). Por el contrario, las plántulas tratadas con los 
mutantes nulos de qid74 exhibieron raíces secundarias significativamente más cortas 





















Figura 22. Efecto de T. harzianum en la arquitectura de las raíces de plántulas de tomate. 
WT, cepa silvestre; QID74T1 y QID74T2, transformantes que sobreexpresan qid74; 
QID74Δ1 y QID74Δ2, mutantes nulos de qid74. A: plántulas de tomate cultivadas en 
medio MS semisólido inoculado con esporas de T. harzianum de la cepa correspondiente 
(según se describe en el apartado 10.5.4 de Materiales y Métodos). B: representación 
gráfica de la longitud media de las raíces principales, la longitud media de las raíces 
laterales, y el número de raíces laterales por plántula. C: distribución de la longitud de las 
raíces laterales. Los valores que difieren significativamente están representados por letras 
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DA CB
Con objeto de confirmar el efecto de las cepas de T. harzianum en estudio sobre 
la arquitectura de las raíces, se analizaron raíces de plántulas de pepino tratadas con 
germínulas de la cepa fúngica correspondiente en cajas PhytatrayTM con medio líquido 
PGM (según se describe en el apartado 10.5.4 de Materiales y Métodos). A 7 dpi no se 
observaron diferencias significativas entre el efecto de la cepa silvestre y el control 
negativo (agua) en cuanto a la longitud de la raíz principal de las plántulas, así como 
tampoco se observaron diferencias significativas entre la longitud de las raíces 
principales tratadas con la cepa silvestre y con las cepas QID74∆1, QID74∆2, 
QID74T1 y QID74T2. Sin embargo, sí se observó que había cambios notables en la 
estructura de las raíces secundarias. Las plántulas tratadas con la cepa silvestre 
exhibieron raíces secundarias con pelos radicales más largos y más abundantes que las 
plántulas sin tratar (control negativo con agua). Además, las raíces secundarias de las 
plántulas colonizadas por las cepas que sobreexpresaban qid74 exhibían mayor 
densidad de pelos radicales que las plántulas tratadas con la cepa silvestre (Figura 23A 
y 23B). El efecto de los mutantes nulos de qid74 sobre las raíces secundarias fue similar 
al del control negativo (agua) (Figura 23C). Por otro lado, se observó que las hifas, 
tanto de la cepa silvestre como de las cepas transformantes y disruptantes eran capaces 
de enroscarse alrededor de los pelos radicales (Figura 23D), fenómeno también 
observado durante la interacción de T. asperelloides con raíces de plántulas de pepino 









Figura 23. Análisis microscópico del efecto de cepas de T. harzianum en el desarrollo del 
sistema radical de plántulas de pepino. Los ensayos de interacción Trichoderma-planta se 
realizaron con plántulas cultivadas en medio líquido PGM inoculado con germínulas de la 
cepa de T. harzianum correspondiente (según se describe en el apartado 10.5.4 de 
Materiales y Métodos). A: raíz secundaria colonizada por la cepa silvestre CECT 2413. B: 
raíz secundaria colonizada por la cepa que sobreexpresa qid74 (QID74T1). C: raíz 
secundaria colonizada por el mutante nulo de qid74 (QID74Δ1). D: detalle de una hifa 
enroscada alrededor de un pelo radical. 
 
 





3.3.2.  Ensayos en invernadero 
Teniendo en cuenta que la elongación de raíces secundarias y la formación de 
pelos radicales podía verse reflejado en una mayor captación de nutrientes como 
consecuencia del incremento de la superficie radical, se llevaron a cabo ensayos de 
interacción Trichoderma-planta con plantas de pepino y de tomate en invernadero y se 
evaluó el contenido elemental en la parte aérea de las plantas. Para ello, semillas de 
tomate y pepino pildoradas con una suspensión de esporas de la cepa silvestre T. 
harzianum CECT 2413 o de las cepas que sobreexpresan qid74 (QID74T1 y QID74T2) 
se sembraron en turba estéril (según se describe en el apartado 10.5.4 de Materiales y 
Métodos). El riego se efectuó con solución nutritiva de Hoagland para garantizar una 
suficiente disponibilidad de minerales. Al igual que ocurrió en los ensayos anteriores en 
fitotrón, no se observaron diferencias significativas en cuanto a la tasa de germinación 
de semillas. Tampoco se observó un aumento en el nivel de NPK (medido como % p/p) 
en las plantas de tomate tratadas con las cepas QID74T1 o QID74T2 respecto al 
tratamiento con la cepa silvestre. Sin embargo, al evaluar el contenido total de NPK 
(mg/planta) en las plantas de tomate tratadas con las cepas QID74T1 o QID74T2, sí 
se encontró un aumento significativo respecto al tratamiento con la cepa silvestre. 
Además, estas plantas también presentaron incrementos significativos en el contenido 
total de C, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Li, Mn, Na y Zn (Tabla 2).  
En el caso de las plantas de pepino, no se observaron cambios significativos en 
el nivel de NPK (% p/p) en las plantas tratadas con las cepas QID74T1 o QID74T2 
respecto al tratamiento con la cepa silvestre, ni tampoco en el contenido total 
(mg/planta) de N y P, pero sí se incrementó significativamente el de K (Tabla 2). En 
cuanto a los demás nutrientes evaluados, se encontró que el contenido total de C, Li y 
Mn también se incrementó significativamente en la parte aérea de las plantas de pepino 
tratadas con las cepas QID74T1 o QID74T2, y que el contenido total de B, Cu, Fe y 
Zn aumentó significativamente al tratar las plantas con la cepa QID74T2.  
Por último, teniendo en cuenta que el incremento en el contenido total de 
nutrientes observado en las plantas tratadas con las cepas que sobreexpresan qid74 
parecía correlacoinarse con una mayor biomasa de la parte aérea de las mismas, se 
cuantificó su longitud y peso seco. Como se muestra en la Figura 24, tanto en pepino 
como en tomate se observó un incremento significativo en el peso seco de las plantas 
tratadas con las cepas QID74T1 y QID74T2 respecto al de las plantas tratadas con la 
cepa silvestre (22% y 18% de incremento, respectivamente, en el caso de las plantas de 
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pepino; 27% y 39% de incremento, respectivamente, en el caso de las plantas de 
tomate). Además, la longitud de la parte aérea de las plantas de pepino tratadas con las 
cepas QID74T1 y QID74T2 también fue significativamente mayor que la de las 
plantas tratadas con la cepa silvestre (14% y 9% de incremento, respectivamente). Por 
el contrario, en el caso de las plantas de tomate no se encontraron diferencias 







Figura 24. Efecto de cepas de T. harzianum en la longitud y el peso seco de la parte aérea 
de plantas de pepino (A) y tomate (B), a 28 dpi. WT, cepa silvestre; QID74T1 y QID74T2, 
transformantes que sobreexpresan qid74. Los ensayos de interacción Trichoderma-planta 
se realizaron en invernadero utilizando semillas de pepino y de tomate pildoradas con 
esporas de la cepa de T. harzianum correspondiente (según se describe en el apartado 
10.5.4 de Materiales y Métodos). * Valores significativamente diferentes en comparación 
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Tabla  2. Contenido elemental en la parte aérea de plantas de pepino y tomate tratadas con distintas cepas de T. harzianum. Las semillas se pildoraron con la cepa silvestre 
(WT) o las cepas que sobreexpresan qid74 (QID74T1 y QID74T2) y se cultivaron en turba con solución nutritiva Hoagland, bajo condiciones controladas de crecimiento en 
invernadero. La cuantificación de nutrientes se llevó a cabo a 28 dpi, según se describe en el apartado 10.5.5 de Materiales y Métodos. 
 
 Planta y  
tratamiento 
C† (mg) Ca (mg) K (mg) Mg (mg) N (mg) P (mg) B (μg) Cu (μg) Fe (μg) Li (μg) Mn (μg) Na (μg) Zn (μg) 
   Pepino 
             
    WTa 312 11 44,5 4,8 38,2 8,1 23,7 5,7 70,3 7 77,8 643,2 47,5 
    QID74T1a 382,8 11,8 50,7 5,3 38,9 8,5 26,4 6,8 77,8 12 93,3 773,5 48 
    Incrementob (%)  22,7* 7,6  14* 9,7 1,8 4,7 11,7 19,1 10,7  71,4*  19,9* 20,3 1,2 
    QID74T2a 375,7 11,6 51,7 5,1 38,2 8,7 30,4 9,9 82,4 12,1 92,1 724,6 53,1 
    Incrementob (%)  20,4* 5,8  16,2* 5,9 0,1 7,9  28,3*  74,1*  17,2*  72*  18,3* 12,7  11,9* 
 
             
  Tomate 
             
    WTa 103,8 4,3 21,8 1,3 19,6 2,8 8,2 2,9 31,9 1,8 33,5 282,2 18,7 
    QID74T1a  135,2 5,4 25,5 1,7 23,7 3,6 10,7 3,6 42,7 2,3 40,7 364,6 22,6 
    Incrementob (%)  30,2*  24,9*  17*  35,9*  20,9*  29,2*  30,5*  21,4*  34,1*  29,3*  21,7*  29,2*  20,6* 
    QID74T2a  162,8 6,3 28,1 2 29,1 4 11 4,2 46,6 2,5 45,9 421,2 28,1 
    Incrementob (%)  56,8*  44,3*  28,8*  52,4*  48,6*  42*  34,6*  42,4*  46,2*  39,2*  37,3*  49,2* 50* 
 
a Media del contenido elemental absoluto por planta (parte aérea). 
b Incremento respecto a la cepa WT (en %).   
† C se refiere al contenido de carbono orgánico e inorgánico.  
* Valores significativamente mayores que la cepa WT (Test de Duncan; P=0,05).  
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DISCUSIÓN         
El gen qid74 fue descrito por Rosado y col. (2007) como protector contra la 
acción de enzimas líticas y factor de adherencia a superficies hidrofóbicas. Estas 
características, unidas al hecho de que se exprese bajo condiciones de micoparasitismo 
simulado y la presencia de motivos MYREs (Mycoparasitism responsive elements) en su 
promotor, comunes en genes con un papel directo en procesos de micoparasitismo 
(Cortés y col., 1998), llevó a sugerir para este gen un rol en la interacción Trichoderma-
hongo fitopatógeno. La proteína Qid74 permitiría a T. harzianum no solo fijarse a la 
superficie celular de su presa, sino además, protegerse frente a los compuestos tóxicos 
producidos por esta. De acuerdo con esta idea, el análisis transcriptómico de la cepa T. 
harzianum ALL42 llevado a cabo recientemente reveló que el transcrito del gen qid74 
fue el más abundante tras el cultivo del hongo en presencia de paredes celulares de 
Fusarium solani y que, efectivamente, su nivel de expresión aumentó considerablemente 
tras el contacto con el micelio de este fitopatógeno (Steindorff y col., 2012; Vieira y 
col., 2013). El análisis de la respuesta transcriptómica de la cepa T. harzianum CECT 
2413 llevado a cabo en el presente trabajo (Capítulo I), reveló que la transcripción del 
gen qid74 también se induce durante la interacción Trichoderma-planta (Samolski y 
col., 2009), siendo su nivel de expresión en presencia de raíces tres veces mayor que en 
cultivos con quitina. A partir de este resultado nos planteamos que Qid74 también 
podría cumplir un papel específico durante el establecimiento de la asociación 
simbiótica con plantas.  
En hongos filamentosos, la adherencia a superficies hidrofóbicas está mediada 
por hidrofobinas. Estas son un tipo de proteínas de pequeño tamaño que se sitúan en la 
superficie externa de las paredes celulares fúngicas y que participan en diversos 
procesos fundamentales para el crecimiento y desarrollo como la formación de 
estructuras aéreas hidrofóbicas (micelio y cuerpos fructíferos) y la protección celular 
(Wösten, 2001). Las hidrofobinas también participan en interacciones hongo-planta, 
tanto en procesos patogénicos como en el establecimiento de asociaciones simbióticas 
(Whiteford y Spanu, 2002). En este contexto, el hecho de que Qid74 contenga, en la 
mayoría de las repeticiones localizadas en su secuencia, los ocho residuos de cisteína 
típicamente encontrados en hidrofobinas, podría explicar, a priori, el rol de esta 
proteína en la adherencia a superficies hidrofóbicas y en la protección celular. No 
obstante, Qid74 no es una hidrofobina, ya que tiene un alto peso molecular, su patrón 
repetitivo de cisteínas no se ajusta al de este tipo de proteínas (Linder y col., 2005), y 
 





su perfil hidropático no solo no corresponde a ninguna de las clases de hidrofobinas 
conocidas (Seidl-Seiboth y col., 2011), sino que presenta en su secuencia residuos 
predominantemente polares (hidrofílicos) [EMBL: CAA64974]. En efecto, en los 
ensayos de hidrofobicidad llevados a cabo con la cepa silvestre T. harzianum CECT 
2413 y con los transformantes y disruptantes del gen qid74 no se encontraron 
evidencias para afirmar que la proteína Qid74 pueda estar relacionada con la capacidad 
de las hifas de escapar de un ambiente hidrofílico a uno hidrofóbico ni con la 
hidrofobicidad superficial del micelio.  
Rosado y col. (2007) observaron que Qid74 no participa en la protección del 
micelio de T. harzianum frente a inhibidores de la síntesis de pared celular, como el 
Rojo Congo o Blanco de Calcoflúor, ni frente a desestabilizadores de las membranas 
como el SDS, así como tampoco frente a sus propios metabolitos, sin embargo, 
encontraron que Qid74 sí brinda protección frente a la acción de cócteles enzimáticos 
comerciales. Por otro lado, nuestros resultados indicaron que Qid74 no brinda 
protección frente a compuestos tóxicos secretados por las plantas, tampoco frente a la 
acción de fungicidas químicos que actúan a nivel de membrana, ni frente a sus propias 
enzimas líticas. No obstante, considerando que el cóctel lítico comercial (Novozym 
234) usado en los ensayos de Rosado y col. (2007) está compuesto por glucanasas de T. 
harzianum, sus resultados sí pueden indicar que Qid74 desempeñaría un papel 
fundamental en la autoprotección celular.  
El primer paso para abordar el estudio funcional del gen qid74 durante el 
establecimiento de la asociación simbiótica de T. harzianum CECT 2413 con las plantas 
fue analizar su patrón de expresión en diversas condiciones relacionadas con esta 
interacción. Teniendo en cuenta la implicación de qid74 en la adherencia del micelio del 
hongo a superficies hidrofóbicas, cabía pensar que su expresión aumentada en presencia 
de raíces podía estar promovida por el contacto físico del micelio con la superficie del 
tejido radical. De hecho, se encontró una fuerte expresión del gen qid74 desde las 
primeras horas de cultivo de T. harzianum en contacto con raíces, que no se observaba 
en contacto con fibras de nailon, lo que era indicativo de la existencia de un 
reconocimiento específico de la planta por parte del hongo. Además, se encontró que 
esta rápida expresión de qid74 también tenía lugar tanto en presencia de paredes 
celulares vegetales como de carboximetilcelulosa, resultado que guarda relación con 
los de Carapito y col. (2008), quienes observaron que la expresión del ortólogo de 
qid74 en Fusarium graminearum FG03969 se inducía en presencia de paredes celulares 
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de lúpulo. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la expresión de qid74 durante 
etapas tempranas de la interacción Trichoderma-planta implica un reconocimiento 
específico de los componentes de la pared celular vegetal por parte del hongo. 
Asimismo, la expresión aumentada del gen qid74 en presencia del sobrenadante de 
cultivo resultante de la interacción Trichoderma-planta respecto al medio basal apuntó 
hacia un reconocimiento de los compuestos liberados durante el diálogo molecular 
establecido entre el hongo y la planta. Entre estos compuestos pueden encontrarse, 
además de productos de degradación de la pared celular vegetal por acción del hongo, 
compuestos secretados por el hongo en contacto con las raíces o compuestos exudados 
por las raíces en contacto con el hongo. Considerando que los compuestos secretados 
tanto por el hongo como por las plantas pueden tener un efecto antifúngico, la 
expresión del gen qid74 en presencia de dichos compuestos podría guardar relación con 
su participación en la protección de las células fúngicas. Por otro lado, el hecho de 
haber detectado la expresión de qid74 en medio mínimo a partir de las 9 h de cultivo 
sugiere que su expresión, más que estar sujeta a desrepresión catabólica, estaría 
respondiendo a un estrés nutricional. Esto está de acuerdo con las observaciones de 
Rosado y col. (2007), quienes basándose en la ausencia de secuencias relacionadas con 
la regulación por carbono en el promotor del gen qid74, atribuyeron su expresión en 
ausencia de glucosa a un estrés nutricional más que a una desrepresión por ausencia de 
carbono. 
De manera análoga al rol propuesto en el proceso micoparasítico, se contempló 
la posibilidad de que la proteína Qid74 pudiera mediar la adherencia del micelio de T. 
harzianum a la superficie de las raíces y/o facilitar la colonización de las mismas 
brindándole protección a las hifas frente a los compuestos de defensa producidos por la 
planta. Sin embargo, nuestros resultados indicaron que la expresión del gen qid74 no le 
confiere al hongo ninguna ventaja para colonizar las raíces a nivel externo ni interno, 
lo que sugiere que Qid74 o no está implicada en la competencia rizosférica del micelio 
de T. harzianum CECT 2413 o no resulta esencial para tal fin.  
Si bien qid74 no parece tener efecto en la competencia rizosférica de T. 
harzianum, su inducción específica como consecuencia del reconocimiento de los 
componentes de las raíces nos llevó a pensar que la proteína Qid74 podría participar en 
la interacción Trichoderma-planta, ejerciendo algún efecto sobre el crecimiento y 
desarrollo de las plantas. En efecto, al evaluar el impacto de la cepa silvestre y de las 
cepas transformantes y disruptantes del gen qid74 sobre las raíces vegetales se 
 





observaron cambios en la arquitectura del sistema radical, específicamente a nivel de 
raíces secundarias. Por un lado, el tratamiento de las raíces de plántulas de pepino con 
la cepa silvestre y con los transformantes que sobreexpresan el gen qid74 promovió la 
formación de abundantes pelos en las raíces secundarias, siendo el efecto de los 
transformantes más acusado; mientras que tanto las raíces tratadas con los mutantes 
nulos, como aquellas que no fueron tratadas con el hongo, mostraron menor densidad 
y elongación de pelos radicales. Dado que la mayor formación de pelos radicales no 
suponía una mayor tasa de colonización, se infiere que los pelos radicales no son 
esenciales para el proceso de colonización de las raíces por parte de T. harzianum, a 
diferencia de lo observado en rizobacterias (Gage, 2004; Prieto y col., 2011). Por otro 
lado, se encontró que los transformantes que sobreexpresan qid74 estimularon la 
elongación de las raíces secundarias en plántulas de tomate pero, a su vez, inhibieron 
su aparición, lo que podría entenderse como un mecanismo de compensación en el que 
las plantas que desarrollan raíces secundarias más largas, no requerirían que estas sean 
más numerosas para una óptima adquisición de nutrientes.  
Según se mencionó en la Introducción General de esta Memoria, se ha 
planteado que uno de los mecanismos que emplea Trichoderma spp. para promover el 
crecimiento vegetal radica en la secreción de factores de crecimiento y/o en la 
regulación de la síntesis de estos compuestos en la planta. Tal y como plantea el 
modelo de señalización propuesto por Glick y col. (2007), que explica el efecto de las 
bacterias promotoras de crecimiento sobre los cultivos, la promoción del crecimiento 
vegetal por parte de Trichoderma spp. también parece relacionarse con el balance de la 
concentración de auxina/etileno en la rizosfera. Se ha visto que algunas especies de 
Trichoderma son capaces de reducir el efecto inhibitorio del etileno sobre el crecimiento 
de las raíces mediante la degradación de su precursor –ácido 1-aminociclopropano-1-
carboxílico (ACC)– por la acción de la enzima ACC desaminasa (Viterbo y col., 2010). 
Además, se ha demostrado que ciertas especies de Trichoderma son capaces de producir 
auxinas y que la regulación de los niveles de auxina, ya sea de origen fúngico o vegetal, 
derivan en un típico efecto tipo auxina reflejado en un mayor desarrollo del sistema 
radical y, consecuentemente, en un mayor crecimiento de la planta (Gravel y col., 2007; 
Contreras-Cornejo y col., 2009). Más aún, el efecto de Trichoderma spp. sobre el 
crecimiento vegetal se ha asociado con cambios en el balance de los niveles hormonales 
en las plantas, más que con la modificación del nivel de alguna hormona en particular, 
habiéndose observado que el incremento del ratio auxina/citoquinina tiene un efecto 
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positivo sobre el crecimiento vegetal (Sofo y col., 2012). La modificación de las raíces 
secundarias observada en nuestro estudio podría deberse a alteraciones en el balance 
hormonal, ya sea porque la expresión del gen qid74 esté conduciendo a una mayor o 
menor secreción de factores de crecimiento vegetal, o bien porque esté regulando en la 
planta la expresión de genes implicados en la señalización hormonal. Considerando que 
el efecto hormonal sobre el sistema radical depende de su justa concentración 
(Contreras-Cornejo y col., 2009; Ivanchenko y col., 2008), Qid74 podría ser 
responsable del afinamiento de la concentración hormonal en la planta a un nivel 
adecuado para promover la elongación de raíces secundarias y la proliferación de pelos 
radicales sin inhibir el desarrollo de la raíz principal, como parece ocurrir en el caso de 
la asociación simbiótica Azospirillum-planta (Ribaudo y col., 2006). 
Teniendo en cuenta que el carácter rico en cisteína de la proteína Qid74 permite 
asociarla con una extensiva capacidad de unión a metales (Rosado y col., 2007), 
también es posible que Qid74 sea capaz de actuar como un agente quelante, 
secuestrando metales presentes en la rizosfera. Se sabe que la arquitectura del sistema 
radical está controlado por la disponibilidad de nutrientes en la rizosfera (López-Bucio 
y col., 2003). De este modo, la concentración de nutrientes disponibles en el medio de 
cultivo podría haberse visto alterada como consecuencia del tratamiento con las cepas 
transformantes del gen qid74, afectando así la arquitectura de las raíces. De hecho, se 
ha demostrado que la deficiencia de hierro en el medio de cultivo induce la formación 
de pelos radicales en plantas de pepino (Santi y Schmidt, 2008).  
Los pelos radicales representan puntos principales de contacto entre las plantas 
y el suelo, llegando a constituir hasta un 70% de la superficie total de las raíces 
(Richardson y col., 2009). En este sentido, considerando que la elongación de las raíces 
secundarias y de los pelos radicales promovida por Qid74 estaría incrementando la 
superficie radical total, cabría esperar que su efecto se viese reflejado en una mayor 
captación de nutrientes y, consecuentemente, en un mayor crecimiento vegetal. 
Mediante ensayos de invernadero realizados con plantas de pepino y de tomate se pudo 
comprobar que, si bien en ningún caso las plantas tratadas con dichos transformantes 
mostraron un mayor nivel de NPK en la parte aérea con respecto al tratamiento con la 
cepa silvestre, tanto las plantas de pepino como las de tomate tratadas con los 
transformantes mostraron un mayor contenido total de micro y macronutrientes en la 
parte aérea, así como una mayor biomasa y, en el caso de las plantas de pepino, también 
una mayor longitud. Se sabe que el tratamiento con algunas especies de Trichoderma 
 





puede promover el incremento en el contenido de nitrógeno en las plantas y que este 
incremento se debe al uso eficiente de este mineral, lo que genera mayores 
rendimientos en los cultivos (Shoresh y col., 2010). En este sentido, el hecho de que las 
plantas tratadas con los transformantes de sobreexpresión hayan mostrado un mayor 
contenido total de nutrientes (mg/planta) y una mayor biomasa, pero no una mayor 
acumulación (% p/p), es indicativo de que la planta ha efectuado un uso eficiente de los 
mismos. De este modo, los nutrientes absorbidos a través de las raíces secundarias y 
pelos radicales habrían sido transportados hasta la parte aérea de las plantas y 
utilizados para la formación de biomasa. Esta habilidad, beneficiosa para las plantas, 
resultaría especialmente útil para el cultivo de plantas en suelos marginales, en los que 
los recursos son limitados.  
La mayor captación de nutrientes en plantas como consecuencia del tratamiento 
con Trichoderma spp. ya había sido descrita previamente; sin embargo, no se había 
establecido el mecanismo responsable de este fenómeno que, además, no siempre dio 
lugar a una promoción del crecimiento (Yedidia y col., 2001; Azarmi y col., 2011). 
Teniendo en cuenta que nuestros ensayos se llevaron a cabo minimizando la influencia 
de otros microorganismos y asegurando la disponibilidad de nutrientes (mediante el 
uso de turba estéril regada con soluciones que garantizan cantidades suficientes de 
macro y micronutrientes), el efecto biofertilizador observado en este estudio se puede 
atribuir a la mayor captación de nutrientes como consecuencia de una mayor superficie 
del sistema radical, más que a la solubilización de nutrientes por parte del hongo 
(Samolski y col., 2012). En todo caso, esta Tesis Doctoral ha pretendido iniciar un 
camino en una dirección en la que se precisan estudios adicionales, tanto a nivel de la 
planta como del hongo, con el fin de elucidar los mecanismos que subyacen tras la 































Capítulo III: Caracterización funcional del gen asp1 

















INTRODUCCIÓN         
Las peptidasas o péptido-hidrolasas (también llamadas proteasas o proteinasas) 
son enzimas capaces de catalizar la hidrólisis de un enlace peptídico. Este tipo de 
enzimas se caracteriza por tener una distribución ubicua entre las distintas formas de 
vida, así como por su variabilidad en la localización celular y la diversidad de procesos 
fisiológicos y metabólicos en los que intervienen (Rawlings y col., 2004). Al tratarse de 
un grupo tan amplio y diverso su terminología es complicada. En los últimos años, la 
facilidad para conocer la secuencia de aminoácidos de las proteínas, deducida a partir de 
las secuencias de ADN, ha proporcionado una nueva dimensión al estudio de las 
peptidasas, permitiendo un mejor entendimiento de la organización de los diferentes 
dominios de estas enzimas, así como de su función y evolución. Esta información ha 
dado lugar a una sofisticada clasificación que integra varios criterios: la relación 
filogenética reflejada en su estructura, el mecanismo catalítico, la reacción que 
catalizan y la sensibilidad que presentan frente a inhibidores específicos (Rawlings y 
col., 2012). La clasificación actual incluye las categorías de clan, familia y subfamilia, 
siendo aspartil- serín- metalo- y cisteín-peptidasas los principales tipos catalíticos 
(http://merops.sanger.ac.uk). 
Como se comentó en la Introducción General de esta Memoria, la secreción de 
enzimas hidrolíticas forma parte fundamental del proceso micoparasítico llevado a cabo 
por las especies del género Trichoderma que son capaces de actuar como eficientes 
ACBs frente a hongos patógenos de plantas (Viterbo y col., 2002b). Desde hace décadas 
se sabe que las especies de Trichoderma producen proteasas extracelulares con 
potencial implicación en la actividad antagonista (Elad y col., 1982, Rodríguez-Kábana 
y col., 1978), sin embargo, tradicionalmente se ha prestado mayor atención a otros 
sistemas enzimáticos (p. ej. quitinasas y glucanasas) por su evidente asociación con la 
degradación de los principales carbohidratos que componen la pared celular de los 
hongos parasitados. Afortunadamente, en los últimos años numerosos estudios han 
tenido como principal objetivo explorar el sistema proteolítico secretado por diferentes 
especies de Trichoderma y su contribución al biocontrol (revisado por Kredics y col., 
2009). Algunas de estas proteasas han sido purificadas a homogeneidad y algunos 
genes han sido clonados y caracterizados. Una de las proteasas más estudiadas ha sido 
PRB1, una serín-peptidasa tipo subtilisina, cuyo gen se ha clonado a partir de T. 
atroviride IMI 206040 (anteriormente clasificada como T. harzianum IMI 206040; 
Geremia y col., 1993), T. virens Gv29.8 (Pozo y col., 2004), T. hamatum LU593 
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(Steyaert y col., 2004) y T. harzianum CECT 2413 (Suárez y col., 2007). La 
sobreexpresión de prb1, en T. atroviride, y la de su homólogo, tvsp1, en T. virens, mejoró 
de manera significativa la capacidad de estas especies para proteger plántulas de 
algodón frente al hongo patógeno R. solani, (Flores y col., 1997; Pozo y col., 2004). 
Además, también se demostró que la sobreexpresión de prb1 mejoraba la protección de 
plantas de tomate frente al nematodo Meloidogyne javanica (Sharon y col., 2001).  
Las proteasas producidas por Trichoderma spp. durante su actividad de 
biocontrol estarían participando en la degradación de proteínas estructurales de la 
pared celular y membrana plasmática fúngica (o de la cutícula en el caso de los 
nematodos), con el fin de favorecer la penetración y colonización del hospedador, a la 
vez que le proporcionarían nutrientes en forma de aminoácidos (Kredics y col., 2009). 
También se ha propuesto que podrían estar implicadas en la liberación o activación de 
otras enzimas o toxinas que las especies de Trichoderma producen durante su actividad 
antagonista; o alternativamente, en la inactivación de factores de virulencia de origen 
proteico producidos por los organismos fitopatógenos para suprimir la respuesta 
inmune de la planta hospedadora durante el curso de la infección del tejido vegetal 
(Elad y Kapat, 1999; Viterbo y col., 2004).  
Concretamente, en la cepa T. harzianum CECT 2413 (objeto de estudio en esta 
Tesis doctoral), se ha purificado a homogeneidad una serín-peptidasa extracelular tipo 
tripsina, denominada PRA1, cuya expresión aumenta en presencia de paredes celulares 
fúngicas o de quitina, presentando también actividad nematicida (Suárez y col., 2004). 
En esta misma cepa se clonó y caracterizó el gen de una aspartil-peptidasa, papA 
(Delgado-Jarana y col., 2002), cuyo homólogo en T. asperelloides T-203 (anteriormente 
clasificada como T. asperellum T-203) se induce durante la interacción micoparásita con 
R. solani y durante la interacción simbiótica con raíces de plantas de pepino (Viterbo y 
col., 2004). Adicionalmente, en un análisis del proteoma de T. harzianum CECT 2413 
inducido en presencia de paredes celulares de distintos hongos, se aisló una segunda 
aspartil-peptidasa extracelular, denominada ASP1 (anteriormente P6281; Suárez y col., 
2005). Interesantemente, en un estudio proteómico posterior llevado a cabo en otra 
cepa de T. harzianum, cultivada en presencia de micelio de R. solani, se llegó a la 
identificación de dos proteasas con expresión diferencial, y una de ellas resultó ser 
ASP1 (Tseng y col., 2008). Asimismo, otro estudio proteómico en T. atroviride 
permitió identificar tres proteasas inducidas en presencia de paredes celulares de R. 
solani: la proteína ortóloga de PRA1 y dos proteasas intracelulares (Grinyer y col., 
 





2005). Recientemente, Szabó y col. (2012) compararon los perfiles de expresión de 
numerosos genes de peptidasas de la cepa T. harzianum SZMC 1647, durante su 
interacción con huevos del nematodo C. elegans, y observaron que entre los genes que 
mostraban un aumento en su nivel de expresión, además de genes de quitinasas, se 
encontraban pra1 y asp1, razón por la cual sugirieron que estas peptidasas podrían 
estar correguladas con las quitinasas y, a su vez, desempeñar un papel clave en el 
control biológico de nematodos. 
En los últimos años, la posibilidad de realizar estudios a escala transcriptómica 
(secuenciación de ESTs, arrays de ADN, o secuenciación masiva) ha contribuido 
significativamente a la identificación de nuevos genes de Trichoderma spp. asociados 
con su capacidad antagonista, incluyendo, en la cepa T. harzianum CECT 2413, 
algunos que codifican para proteasas extracelulares (Suárez y col., 2007). Asimismo, 
mediante la secuenciación de ESTs (Seidl y col., 2009b) y la secuenciación de ARN 
(Reithner y col., 2011), se ha podido confirmar la inducción de los genes papA y pra1 
como parte de la respuesta transcriptómica de T. atroviride durante la interacción 
micoparásita con R. solani. Además, la reciente secuenciación de los genomas de T. 
reesei, T. atroviride y T. virens, ha puesto de manifiesto la existencia de uno de los más 
vastos arsenales de proteasas fúngicas descritos hasta ahora, con un total de 383, 445 y 
479 genes, respectivamente, que codifican en su mayoría para aspartil- serín- (tipo 
subtilisinas), dipeptidil- y tripeptidil-peptidasas (Druzhinina y col., 2012). 
En la presente Tesis Doctoral hemos analizado la respuesta transcriptómica de 
la cepa T. harzianum CECT 2413 en un modelo de interacción Trichoderma-tomate en 
comparación con otras condiciones de crecimiento y hemos observado que la expresión 
de la aspartil-peptidasa ASP1 aumenta de forma significativa en esta interacción 
(Capítulo I de esta Memoria; Samolski y col., 2009). Esto nos llevó a pensar que ASP1, 
además de su potencial implicación en el control biológico de hongos y nematodos, 
podría desempeñar un papel activo en alguna etapa del establecimiento de la asociación 
simbiótica Trichoderma-planta, bien para la obtención de nutrientes, penetración y 
colonización del tejido vegetal; la protección de las hifas frente a proteínas antifúngicas 
secretadas por la propia planta hospedadora durante la invasión del tejido; o bien 
modulando las respuestas de defensa de la planta hospedadora frente a un posible 
ataque de organismos fitopatógenos. En este sentido, las proteasas producidas por las 
especies de Trichoderma podrían actuar directamente sobre las plantas activando 
respuestas de defensa, MTI o ETI, al ser reconocidas como MAMPs o como efectores, 
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respectivamente, o bien, indirectamente mediante la generación de DAMPs. En este 
contexto, en el presente Capítulo se aborda la caracterización funcional del gen asp1, 










RESULTADOS         
1. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN INICIAL DE CEPAS DE T. 
harzianum  CECT 2413 QUE SOBREEXPRESAN EL GEN asp1  
La sobreexpresión del gen de la aspartil-peptidasa asp1 se basó en la integración 
al azar de copias adicionales de la ORF de este gen en el genoma de la cepa T. 
harzianum CECT 2413. En los siguientes apartados se analizan los transformantes 
obtenidos en este proceso. 
 
1.1. Obtención y verificación genotípica de los transformantes  
Con el fin de sobreexpresar el gen asp1 en la cepa T. harzianum CECT 2413 se 
obtuvieron protoplastos de dicha cepa y se transformaron utilizando el plásmido 
recombinante pJL43b1-asp1 (Figura 57), que porta la ORF del gen asp1 bajo el 
dominio del promotor constitutivo PgpdA y el gen ble de resistencia a fleomicina como 
marcador de selección. El proceso de construcción de este plásmido se describe 
detalladamente en el apartado 9.1 de Materiales y Métodos. 
Como resultado de la transformación de protoplastos se obtuvieron un total de 
18 regenerantes estables tras rondas sucesivas de crecimiento alternando medios con y 
sin selección. Para comprobar la incorporación del casete de expresión en el genoma de 
los regenerantes obtenidos, se realizó un primer escrutinio por PCR utilizando las 
parejas de oligonucleótidos gpdIF/2088IR (amplifica un fragmento de 1,1 kb del casete 
de expresión que incluye una porción del promotor PgpdA y otra del gen asp1) y 
2088I/pAN52-trpH-3’ (amplifica una región de 1,1 kb que incluye parte de la ORF de 
asp1 y el terminador TtrpC completo). El análisis mediante electroforesis de los 
productos de PCR obtenidos confirmó la presencia del casete de expresión PgpdA:asp1 
en 5 (27,7%) de los regenerantes (datos no mostrados), que se denominaron 
preliminarmente A, B, C, D y E. 
La verificación genotípica de los cinco transformantes obtenidos se completó 
mediante análisis tipo Southern. Para determinar el número de inserciones ectópicas del 
casete de expresión en el genoma de las cepas transformadas se digirió ADN genómico 
de cada cepa con la enzima BamHI, cuya diana se encuentra en un solo sitio del 
plásmido pJL43b1-asp1 (fuera del gen asp1; Figura 57) y se hibridó con una sonda que 
contenía un fragmento de la ORF del gen asp1. Como se muestra en la Figura 25, 
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todos los transformantes, salvo el E, presentaron bandas adicionales a la copia 
endógena del gen asp1, que indicaron diversos sitios de integración ectópica. En el caso 
del transformante E, teniendo en cuenta que la banda de hibridación detectada estaba a 
la altura de la correspondiente a la copia endógena, pero presentaba una mayor 
intensidad que en el resto de cepas analizadas, cabía la posibilidad de que se tratara de 
la superposición de dos bandas, una correspondiente al gen endógeno y la otra a una 
inserción ectópica. Por otro lado, la digestión de las muestras de ADN con la enzima 
HindIII (cuyo corte libera un fragmento de 4,2 kb del vector pJL43b1-asp1 
correspondiente al casete de expresión completo: promotor, ORF de asp1 y terminador; 
Figura 57), y posterior hibridación con la misma sonda que en el caso anterior, 
permitió observar, además de la banda correspondiente a la copia endógena del gen 
asp1, una banda esperada de 4,2 kb, que confirmó la integridad del casete de expresión 
dentro del genoma de todos los transformantes. La distinta intensidad de dicha banda 
en cada transformante indicaba que estos habían incorporado un distinto número de 
copias completas del casete de expresión de asp1. Además, se detectaron otras bandas, 
tanto de mayor como de menor tamaño respecto al esperado, que sugieren posibles 
reorganizaciones e inserciones de copias truncadas dentro del genoma. 
 
Figura 25. Análisis tipo 
Southern para verificar la 
integración del casete de 
expresión PgpdA:asp1 en el 
genoma de cinco 
transformantes de T. 
harzianum CECT 2413 (A-
E). Cada carril contiene 10 
μg de ADN genómico 
digerido con la enzima de 
restricción BamHI, de corte 
único dentro del plásmido 
pJL43b1-asp1; o con la 
enzima HindIII, cuyo corte 
libera el casete de expresión 
(Figura 57 de Materiales y 
Métodos). Como sonda se 
utilizó un fragmento de 0,4 
kb de la ORF del gen asp1, 
amplificado con los 
oligonucleótidos pSIL6281-
f1 y pSIL6281-r1 y marcado 
con digoxigenina. M, 
marcador de peso molecular 














1.2. Análisis de expresión a nivel de ARNm y de proteína 
 Con el fin de analizar el grado de sobreexpresión del gen asp1 en los 
transformantes obtenidos, se llevó a cabo un análisis tipo Northern. Para ello, se 
recogió el micelio de la cepa silvestre y de los transformantes A, B, C, D y E cultivados 
48 h en medio MM, según se indica en el apartado 4.5 de Materiales y Métodos, 
utilizando glucosa como fuente de carbono. En estas condiciones de cultivo se sabe que 
no hay expresión de la copia endógena de asp1, ya que este gen está sometido a 
represión catabólica (Suárez y col., 2005). 
 Como se muestra en la Figura 26, todas las cepas analizadas, excepto la WT, 
presentaron altos niveles de expresión de asp1, siendo el transformante B el que mostró 
un mayor nivel de ARNm. Los transformantes B y E se seleccionaron para estudios 
posteriores, con los nombres ASP1T1 y ASP1T2, respectivamente. 
 
 
Figura 26.  Análisis tipo Northern de la 
cepa silvestre (WT) y cepas 
transformantes (A-E) de T. harzianum 
CECT 2413 que sobreexpresan el gen 
asp1. Cada carril contiene 20 μg de ARN 
total extraído de micelio cultivado 
durante 48 h en medio MM 
suplementado con glucosa al 2% (p/v) 
(según se describe en el apartado 4.5 de 
Materiales y Métodos). Como sonda se 
utilizó un fragmento de 0,4 kb de la ORF 
del gen asp1, obtenido por PCR con los 
oligonucleótidos pSIL6281-f1 y 
pSIL6281-r1 y marcado con 
digoxigenina. Como control de carga se 
muestra la tinción del gel de agarosa con 
BrEt.  
 
 Con objeto de verificar si los transformantes seleccionados, ASP1T1 y 
ASP1T2, sobreexpresaban asp1 a nivel de proteína, se analizó mediante SDS-PAGE el 
perfil de proteínas secretadas por la cepa silvestre T. harzianum CECT 2413 y los 
transformantes en estudio. Para ello, se recogieron los sobrenadantes de cultivo de las 
distintas cepas tras su crecimiento durante 48 h en medio MM, según se indica en el 
apartado 4.6 de Materiales y Métodos, utilizando glucosa como fuente de carbono 
(como se indicó anteriormente, la expresión de la copia endógena de asp1 está sometida 
a represión catabólica por lo que no se expresa en estas condiciones). 
 Como se muestra en la Figura 27, en los perfiles proteicos de las cepas 
ASP1T1 y ASP1T2 se observó una banda mayoritaria del tamaño esperado para la 
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peptidasa ASP1 (33 kDa), que apenas era visible en la cepa WT. De acuerdo con los 
resultados del Northern blot, el mayor nivel de proteína se observó en la cepa ASP1T1 
(transformante B). Otras bandas de menor peso molecular (22-23 kDa), que podrían 
corresponder a productos de degradación de la proteína mayoritaria y/o de otras 
proteínas, tampoco se observaron en la cepa WT. 
 
 
Figura 27. Análisis SDS-PAGE de las 
proteínas secretadas al medio de cultivo 
por la cepa silvestre (WT) y las cepas 
transformantes de T. harzianum CECT 
2413 que sobreexpresan asp1 (1: 
ASP1T1; 2: ASP1T2), tras 48 h de 
crecimiento en medio MM suplementado 
con glucosa al 2% (p/v). Los 
sobrenadantes de cultivo se obtuvieron 
según se describe en el apartado 4.6 de 
Materiales y Métodos. En cada carril se 
cargaron 15 μL de sobrenadante 





1.3. Análisis de actividad proteolítica 
 Con objeto de determinar en qué medida se había incrementado la actividad 
proteolítica ASP1 en los transformantes obtenidos, ASP1T1 y ASP1T2, se midió la 
actividad proteolítica en los mismos sobrenadantes de cultivo utilizados en el análisis 
del apartado anterior. 
 Como se muestra en la Figura 28, la actividad proteolítica detectada en los 
sobrenadantes de las cepas transformantes se vio claramente incrementada respecto a 
la de la cepa silvestre. En términos de actividad proteolítica total –unidades de enzima 
por mL de solución (U/mL)–, los transformantes ASP1T1 y ASP1T2 presentaron un 
aumento de 96 y 51 veces, respectivamente, en comparación con la cepa silvestre. Estos 
resultados se correlacionan con los obtenidos a nivel de ARNm y de proteína en el 
apartado anterior, confirmando que de los dos transformantes, ASP1T1 es el que 
presenta un mayor grado de sobreexpresión de asp1. Por otra parte, en términos de 
actividad proteolítica específica –unidades de enzima por mg de proteína total (U/mg)– 
ambos transformantes presentaron un incremento de aproximadamente 9,5 veces 
respecto a la actividad de la cepa silvestre. 
 













Figura 28. Actividad proteolítica total (U/mL) y específica (U/mg) medida en los 
sobrenadantes de cultivo de las cepas transformantes de T. harzianum CECT 2413 que 
sobreexpresan la peptidasa ASP1 (ASP1T1 y ASP1T2), respecto a la actividad de la cepa 
silvestre. Los sobrenadantes de cultivo se obtuvieron tras 48 h de crecimiento en medio 
MM suplementado con glucosa al 2% (p/v), según se describe en el apartado 4.6 de 
Materiales y Métodos. El ensayo de actividad proteolítica se llevó a cabo en condiciones de 
pH (2,5) y temperatura (50ºC) óptimas (ver apartado 3). 
 
1.4. Ensayos de crecimiento en placa 
 Por último, con objeto de analizar si la sobreexpresión del gen asp1 afectaba a la 
capacidad de crecimiento de las cepas obtenidas, se realizaron ensayos de crecimiento 
en placa en medio PDA (apartado 10.3 de Materiales y Métodos), en comparación con 
la cepa silvestre. 
 No se observaron diferencias significativas en cuanto a la tasa de crecimiento de 
las cepas en estudio. Tampoco se observaron cambios fenotípicos con relación a la 
producción de micelio aéreo, pigmentación, esporulación y morfología de las colonias.  
  
2. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN INICIAL DE CEPAS DE T. 
harzianum  CECT 2413 QUE SILENCIAN EL GEN asp1  
El silenciamiento génico mediado por ARN es un complejo sistema de 
regulación que se induce en células eucariotas en respuesta a la producción, deliberada 
o fortuita, de moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc), y que conduce a la 
supresión de la expresión génica por degradación del ARNm diana, el bloqueo de su 
traducción, o la inhibición de su transcripción. 
El silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS) se ha convertido en una 
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recalcitrantes al reemplazamiento génico como es el caso del hongo T. harzianum. En 
la presente Tesis, con el fin de estudiar la función del gen asp1 en la cepa T. harzianum 
CECT 2413 se construyó un plásmido recombinante (pSIL-asp1) que portaba un casete 
de silenciamiento adecuado para inducir la formación de moléculas de ARNm 
autocomplementarias y silenciar la expresión del gen asp1. En los siguientes apartados 
se analizan los transformantes obtenidos tras la integración al azar de este casete en el 
genoma de la cepa T. harzianum CECT 2413. 
 
2.1. Obtención y verificación genotípica de los transformantes 
Con el propósito de silenciar la expresión del gen asp1 en la cepa T. harzianum 
CECT 2413 se obtuvieron protoplastos de dicha cepa y se cotransformaron utilizando 
el plásmido pSIL-asp1, como portador del casete de silenciamiento (Figura 58), y el 
plásmido pAN7-1, como portador del gen hph de resistencia a higromicina como 
marcador de selección (Figura 49). El proceso de construcción del plásmido 
recombinante pSIL-asp1 se describe detalladamente en el apartado 9.2 de Materiales y 
Métodos. Para facilitar el proceso de recombinación, los plásmidos pSIL-asp1 y pAN71 
se linearizaron previamente por digestión con las enzimas de restricción HindIII y 
KpnI, las cuales presentan un solo sitio de corte dentro de cada plásmido, 
respectivamente (Figuras 49 y 58). 
Como resultado de la cotransformación de protoplastos se obtuvieron un total 
de 47 regenerantes estables, tras rondas sucesivas de crecimiento alternando medios 
con y sin selección. Para comprobar la incorporación del casete de silenciamiento en el 
genoma de los regenerantes, se realizó un primer escrutinio por PCR utilizando las 
parejas de oligonucleótidos psil-Prom/Int R (amplifica una región de 0,7 kb que 
incluye parte del promotor Pta, el fragmento del gen asp1 en orientación sentido y 
parte del intrón que separa los dos fragmentos de ambos insertos) e Int F/psil-Ter 
(amplifica una región de 1,2 kb que incluye parte del intrón, el fragmento del gen asp1 
en orientación antisentido y parte del terminador Tcbh2). El análisis mediante 
electroforesis de los productos de PCR obtenidos confirmó que 3 (6,4%) de los 
regenerantes analizados incorporaron el fragmento del gen asp1 en orientación sentido 
y que solo 2 (4,3%) de ellos (denominados A y B) también habían incorporado el 
fragmento en orientación antisentido (datos no mostrados).  
La verificación genotípica de estos dos transformantes se completó mediante 
análisis tipo Southern. Para determinar el número de inserciones del casete de 
 





silenciamiento se digirió ADN genómico de cada cepa con la enzima XhoI, cuya diana 
se encuentra en un solo sitio del vector pSIL-asp1 (fuera de la ORF de asp1; Figura 
58), y se hibridó con una que contenía un fragmento de la ORF del gen asp1. 
Como se muestra en la Figura 29, además de la banda de ADN correspondiente 
a la copia endógena del gen asp1, se observaron bandas adicionales, indicando la 
existencia de varios sitios de integración. En el caso del transformante A, teniendo en 
cuenta que la banda de hibridación detectada a la altura del gen endógeno presentaba 
una mayor intensidad que en el WT o la cepa B, cabía la posibilidad de que se tratara 
de la superposición de dos o más bandas, una correspondiente al gen endógeno y otras 
a inserciones ectópicas.  
Por otro lado, la digestión de las muestras de ADN con la enzima SalI (cuyo 
corte libera un fragmento de 0,9 kb del vector pSIL-asp1 que incluye los insertos del 
gen asp1 en orientaciones invertidas; Figura 58) y posterior hibridación con la misma 
sonda que en el caso anterior, permitió observar, además de la banda correspondiente a 
la copia endógena del gen asp1, una banda esperada de 0,9 kb, que confirmó la 
integridad del casete de silenciamiento dentro del genoma de ambos transformantes. 
La mayor intensidad de la banda esperada en el transformante B indicaba que este 
había incorporado un número mayor de copias completas del casete de silenciamiento 
dentro de su genoma. Además, en el transformante B se detectaron otras bandas de 
mayor tamaño que sugieren posibles reorganizaciones dentro del genoma. 
 
 
Figura 29. Análisis tipo Southern para 
verificar la integración del casete de 
silenciamiento del gen asp1 en el genoma 
de dos transformantes de T. harzianum 
CECT 2413 (A y B). Cada carril contiene 
10 μg de ADN genómico digerido con: la 
enzima de restricción SalI, cuyo corte 
dentro del vector pSil-asp1 libera un 
fragmento del casete de silenciamiento; o 
con la enzima XhoI, de corte único dentro 
del plásmido pSil-asp1 (Figura 58 de 
Materiales y Métodos). Como sonda se 
utilizó el fragmento de 0,4 kb de la ORF 
del gen asp1 utilizado como inserto, 
amplificado con los oligonucleótidos 
pSIL6281-f1 y pSIL6281-r1 y marcado 
con digoxigenina. M, marcador de peso 
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2.2. Análisis de expresión a nivel de ARNm y de proteína 
Con el fin de determinar el grado de silenciamiento del gen asp1 en los 
transformantes obtenidos a partir de la cepa T. harzianum CECT 2413, se llevó a cabo 
un análisis tipo Northern. Para ello, se recogió el micelio de la cepa silvestre y de los 
transformantes A y B cultivados 48 h en medio MM, según se indica en el apartado 4.5 
de Materiales y Métodos, utilizando paredes celulares del oomiceto fitopatógeno 
Phytium ultimum como fuente de carbono (se sabe que la expresión de asp1 es 
fuertemente inducida a las 4 h de cultivo por la presencia de paredes celulares de 
hongos y oomicetos; Suárez y col., 2005). Para garantizar la detección únicamente de 
los niveles endógenos de asp1 se utilizó como sonda un fragmento de la ORF de asp1 
distinto al utilizado en el casete de silenciamiento.  
Como se muestra en la Figura 30, no se detectó expresión de asp1 en los 
transformantes analizados ni a las 4 ni a las 24 h de cultivo. Por el contrario, como 
cabía esperar, en la cepa silvestre se observó expresión de asp1 a las 4 h de cultivo. En 
ambos transformantes se detectó una cola de degradación de ARNm (más intensa en el 
caso del mutante B) que confirmaba el silenciamiento post-transcripcional de asp1. Los 
transformantes A y B fueron por tanto seleccionados para estudios posteriores y se 
denominaron ASP1Sil1 y ASP1Sil2, respectivamente. 
 
 
Figura 30.  Análisis tipo Northern 
de la cepa silvestre (WT) y cepas 
transformantes de T. harzianum 
CECT 2413 (A y B) que silencian el 
gen asp1. Cada carril contiene 20 μg 
de ARN total extraído de micelio 
cultivado durante 4 y 24 h en medio 
MM suplementado con paredes 
celulares de P. ultimum al 1% (p/v) 
(según se describe en el apartado 4.5 
de Materiales y Métodos). Como 
sonda se utilizó un fragmento de 0,3 
kb del extremo 3’ de la ORF del gen 
asp1 (región ausente en el casete de 
silenciamiento pSil-asp1), 
amplificado con los oligonucleótidos 
2088I y 6281Rv y marcado con 
fósforo radiactivo (32P). Como 
control de carga se muestra la 









 Con objeto de verificar si los transformantes ASP1Sil1 y ASP1Sil2 silenciaban 
la expresión de asp1 a nivel de proteína, se analizó mediante SDS-PAGE el perfil de 
proteínas secretadas por la cepa silvestre T. harzianum CECT 2413 y los 
transformantes en estudio. Para ello, se recogieron los sobrenadantes de cultivo de las 
distintas cepas tras su crecimiento durante 48 h en medio MM, según se indica en el 
apartado 4.6 de Materiales y Métodos, utilizando como fuente de carbono paredes 
celulares del hongo fitopatógeno R. solani (como se indicó anteriormente, la expresión 
de asp1 es fuertemente inducida en estas condiciones). 
 Como se muestra en la Figura 31A, en el perfil proteico de la cepa silvestre se 
observó una banda del tamaño esperado para la peptidasa ASP1 (33 kDa), cuya 
intensidad estaba notablemente disminuida en los transformantes ASP1Sil1 y 
ASP1Sil2. Por el contrario, otras bandas de menor peso molecular presentaron mayor 
intensidad en el perfil de los transformantes. 
 Con el fin de confirmar que esta banda proteica era ASP1 se llevaron a cabo 
análisis tipo Western, utilizando un anticuerpo policlonal obtenido frente a esta aspartil-
peptidasa (según se describe en el apartado 8.7 de Materiales y Métodos). Como se 
muestra en la Figura 31B, el análisis Western confirmó que la proteína de 33 kDa 
observada en la cepa silvestre era la misma cuya intensidad disminuía en ambas cepas 
transformantes, siendo el transformante ASP1Sil2 el que mostró una menor cantidad 
de la misma, resultado que está de acuerdo con la mayor intensidad de la cola de 
degradación detectada en el análisis de expresión y que indica un mayor grado de 
silenciamiento.  
 Con el propósito de estimar el grado de silenciamiento en cada transformante, 
se comparó la cantidad de proteína producida por estos con diluciones seriadas de la 
proteína producida por la cepa silvestre. Como se muestra en la Figura 31C, los 
transformantes ASP1Sil1 y ASP1Sil2 secretaron menos del 5% de la cantidad total de 
proteína producida por la cepa silvestre, resultado que indicaba que el grado de 
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Figura 31. A: Análisis SDS-PAGE de las proteínas secretadas al medio de cultivo por la 
cepa silvestre (WT) y las cepas transformantes de T. harzianum CECT 2413 que silencian 
el gen asp1 (1: ASPSil1; 2: ASP1Sil2), tras 24 h de crecimiento en medio MM 
suplementado con paredes celulares de R. solani al 1% (p/v). Los sobrenadantes de cultivo 
se obtuvieron según se describe en el apartado 4.6 de Materiales y Métodos. En cada carril 
se cargaron 3 μg de proteína total. B y C: Análisis tipo Western para la inmunodetección de 
la aspartil-peptidasa ASP1 en los sobrenadantes de cultivo obtenidos en presencia de 
paredes celulares de R. solani, mediante el uso de un anticuerpo policlonal obtenido frente 
a ASP1. En C se estimó el grado de silenciamiento del gen asp1 en los mutantes en estudio 
utilizando diferentes diluciones del sobrenadante de cultivo de la cepa silvestre a modo de 
patrón de referencia.  
 
2.3. Análisis de actividad proteolítica 
 Con objeto de determinar en qué medida se había reducido la actividad 
proteolítica en los transformantes que silencian ASP1 (ASP1Sil1 y ASP1Sil2), se midió 
dicha actividad en los mismos sobrenadantes de cultivo utilizados en el análisis tipo 
Western del apartado anterior.  
 Como se muestra en la Figura 32, la actividad proteolítica detectada en las 
cepas transformantes se vio notablemente disminuida respecto a la de la cepa silvestre. 
En términos de actividad proteolítica total –unidades de enzima por mL de solución 
(U/mL)–, los transformantes ASP1Sil1 y ASP1Sil2 presentaron entre 1,6 y 4 veces 
menos actividad que la cepa silvestre, respectivamente. Estos resultados se 
correlacionan con los obtenidos en el Western blot, confirmando que el transformante 
ASP1Sil2 presenta un grado de silenciamiento mayor que el del transformante 
ASP1Sil1. Por otra parte, en términos de actividad proteolítica específica –unidades de 
enzima por mg de proteína total (U/mg)– ambos transformantes presentaron 




































































Figura 32. Actividad proteolítica total (U/mL) y específica (U/mg) de los sobrenadantes 
de cultivo de las cepas transformantes de T. harzianum CECT 2413 que silencian la 
proteína ASP1 (ASP1Sil1 y ASP1Sil2), respecto a la actividad de la cepa silvestre. Los 
sobrenadantes de cultivo se obtuvieron tras 24 h de crecimiento en medio MM 
suplementado con paredes celulares de R. solani al 1% (p/v), según se describe en el 
apartado 4.6 de Materiales y Métodos. El ensayo de actividad proteolítica se llevó a cabo 
en condiciones de pH (2,5) y temperatura (50ºC) óptimas (ver apartado 3). 
 
2.4. Ensayos de crecimiento en placa 
 Por último, para conocer si el silenciamiento del gen asp1 afectaba a la 
capacidad de crecimiento de las cepas obtenidas, se realizaron ensayos de crecimiento 
en placa en medio PDA (apartado 10.1 de Materiales y Métodos), en comparación con 
la cepa silvestre. 
 No se observaron diferencias significativas en cuanto a la tasa de crecimiento de 
las cepas en estudio. Tampoco se observaron cambios fenotípicos con relación a la 
producción de micelio aéreo, pigmentación, esporulación y morfología de las colonias.  
 
3. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE ASP1: 
TEMPERATURA Y pH  
Con objeto de determinar las condiciones óptimas de temperatura y pH a las 
que actúa la aspartil-peptidasa ASP1, se llevaron a cabo ensayos de actividad 
proteolítica utilizando como solución enzimática sobrenadantes de cultivo del 








































3.1. Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la peptidasa 
ASP1 
 Los ensayos de actividad proteolítica se llevaron a cabo en un rango de 
temperaturas de 30ºC-70ºC. Como se muestra en la Figura 33, la actividad de ASP1 
fue máxima a 50ºC y a medida que se fue incrementando la temperatura del ensayo la 
actividad se redujo progresivamente. 
 Para analizar la influencia de la temperatura sobre la estabilidad de ASP1 se 
preincubó la solución enzimática en un rango de temperaturas de 30ºC-70ºC, y 
posteriormente el ensayo se llevó a cabo a la temperatura de actividad máxima (50ºC). 
Como se muestra en la Figura 33, la actividad de ASP1 se redujo drásticamente tras 
preincubar la solución enzimática a temperaturas superiores a 37ºC. Se calculó una 
temperatura media de inactivación –temperatura en la que se conserva el 50% de 
actividad– de aproximadamente 39ºC. No se detectó actividad proteolítica residual al 
preincubar la solución enzimática a 50ºC o a temperaturas superiores, indicando que la 



















Figura 33. Efecto de la temperatura sobre la actividad (□) y estabilidad (■) de la aspartil-
peptidasa ASP1 de T. harzianum CECT 2413. El ensayo de actividad proteolítica se realizó 
utilizando caseína como sustrato, a pH 2,5 y diferentes temperaturas. Para estudiar la 
estabilidad de la enzima el ensayo se realizó a 50ºC y pH 2,5, preincubando la solución 
enzimática a diferentes temperaturas durante 20 min. El 100% de actividad corresponde a 
















































3.2. Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de la peptidasa ASP1 
 Los ensayos de actividad proteolítica se realizaron en un rango de pHs de 1,5-
7,0. Como se muestra en la Figura 34, la actividad de ASP1 fue máxima a pH 2,5. 
Cuando el ensayo se realizó a pH 2,0 la actividad se redujo en un 70%. A pH 1,5 
prácticamente no se detectó actividad. A medida que se incrementó el pH del ensayo la 
actividad se redujo progresivamente, siendo indetectable a pH 6,0 o pHs superiores. 
 Para analizar la influencia del pH sobre la estabilidad de ASP1 se preincubó la 
solución enzimática en un rango de pHs de 1,5-7,0, y posteriormente el ensayo se llevó 
a cabo a pH óptimo (2,5). Como se muestra en la Figura 34, la actividad proteolítica se 
mantuvo prácticamente constante en un amplio rango de pH (2,0-6,0). Sin embargo, no 
se detectó actividad proteolítica residual al preincubar la solución enzimática a pHs 
fuera de ese rango, indicando que la inactivación de la proteína ocurre a pHs menores 
















Figura 34. Efecto del pH sobre la actividad (□) y estabilidad (■) de la aspartil-peptidasa 
ASP1 de T. harzianum CECT 2413. El ensayo de actividad proteolítica se realizó 
utilizando caseína como sustrato, a 50ºC y diferentes pHs. Para estudiar la estabilidad de 
la enzima el ensayo se realizó a 50ºC y pH 2,5, preincubando la solución enzimática a 4ºC y 
diferentes pHs durante 24 h. El 100% de actividad corresponde a la máxima actividad 
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4. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA DE T. harzianum  
 Con el propósito de estudiar la posible participación de la aspartil-peptidasa 
ASP1 en la actividad antifúngica de T. harzianum CECT 2413, se llevaron a cabo 
diferentes ensayos comparando la cepa silvestre y las cepas transformantes que 
sobreexpresan (ASP1T1 y ASP1T2) o silencian (ASP1Sil1 y ASP1Sil2) el gen asp1. 
 
4.1. Ensayos in vitro 
Con objeto de evaluar el efecto antifúngico de la aspartil-peptidasa ASP1 frente 
a Botrytis cinerea se llevaron a cabo ensayos in vitro utilizando concentrados de 
proteínas secretadas por la cepa silvestre T. harzianum CECT 2413 y por la cepa que 
sobreexpresa ASP1 (ASP1T1), tras 48 h de crecimiento en medio MM con glucosa al 
2% (p/v) como fuente de carbono (en esta condición de cultivo la cepa transformante 
ASP1T1 secreta mayoritariamente la aspartil-peptidasa ASP1, sin embargo, no hay 
expresión de la copia endógena del gen asp1 en ninguna de las cepas). El perfil de 
proteínas de los concentrados proteicos (20x) tanto de la cepa silvestre como de la cepa 
transformante se mostró en el apartado 1.2 del presente Capítulo (Figura 27).  
Los ensayos antifúngicos se realizaron en microplacas de 96 pocillos (según se 
describe en el apartado 10.4.2 de Materiales y Métodos) con medio líquido PDB 
suplementado con los concentrados proteicos a una concentración final 2x, 10x y 20x. 
En ningún caso se observó inhibición del crecimiento de las germínulas de B. cinerea 
respecto a la condición control (PDB sin suplementar) cuando se utilizaron los 
concentrados proteicos 2x. Sin embargo, los concentrados 10x y 20x inhibieron el 
crecimiento de las germínulas de B. cinerea, y lo hicieron en mayor medida en el caso de 
los concentrados proteicos obtenidos de la cepa transformante ASPT1, observándose 
germínulas más cortas que tendían a agregarse en el centro del pocillo. En la Figura 
35 se muestra el aspecto de las germínulas de B. cinerea después de 12 h en presencia 






















Figura 35. Imágenes representativas del efecto antifúngico de concentrados de proteínas 
secretadas por cepas de T. harzianum (WT, cepa silvestre T. harzianum CECT 2413; 
ASP1T1, transformante que sobreexpresa asp1) sobre germínulas del hongo fitopatógeno 
B. cinerea. Los concentrados proteicos se obtuvieron según se describe en el apartado 4.6 
de Materiales y Métodos, tras 48 h de crecimiento de T. harzianum en presencia de 
glucosa al 2% (p/v) como fuente de carbono. El perfil de proteínas producidas por las 
distintas cepas de T. harzianum en esta condición de cultivo se muestra en la Figura 27. 
Los ensayos se realizaron en placas de microtitulación según se describe en el apartado 
10.4.2 de Materiales y Métodos. Cada pocillo contenía: 48 μL del concentrado proteico 
(concentración final 20x), 4 μL de medio líquido PDB 5x y 8 μL de una suspensión de 800 
esporas de B. cinerea. Las placas se incubaron a 22ºC en oscuridad durante 12 h. 
Transcurrido este tiempo, se evaluó la elongación de los tubos germinativos. C(-), control 
negativo con agua ultrapura estéril en sustitución del concentrado proteico. 
 
 
4.2. Ensayos in vivo 
Por un lado, se evaluó la capacidad de las cepas en estudio para antagonizar el 
crecimiento de hongos fitopatógenos mediante ensayos de enfrentamiento en cultivo 
dual (apartado 10.4.1 de Materiales y Métodos). Como se muestra en la Figura 36, la 
cepa silvestre de T. harzianum fue capaz de rodear y controlar el crecimiento de las 
colonias de B. cinerea y Colletotrichum acutatum, sobrecreciendo por completo la colonia 
del patógeno en el caso de B. cinerea. Sin embargo, no se observaron diferencias entre el 
comportamiento de la cepa silvestre y el de las cepas transformantes que 
sobreexpresaban o silenciaban asp1, cuando estas últimas se enfrentaron a los mismos 




Figura 36. Enfrentamientos en 
cultivo dual de T. harzianum CECT 
2413 (derecha en la placa) y hongos 
fitopatógenos (izquierda en la placa). 
A: T. harzianum vs. B. cinerea, 
crecimiento sobre la colonia del 
patógeno B: T. harzianum vs. C. 
acutatum, crecimiento rodeando la 
colonia del patógeno. Los 
enfrentamientos se realizaron en 
medio PDA, incubando las placas 
durante 15 días a 28ºC en oscuridad.  
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Cuando los enfrentamientos se efectuaron con el hongo R. solani, se observó que 
las cepas de T. harzianum que sobreexpresaban asp1 eran sensiblemente mejores 
antagonistas que la cepa silvestre, y que esta, a su vez, controlaba el crecimiento de R. 
solani más eficientemente que los transformantes que silenciaban asp1 (Figura 37). 
Este resultado indicaba que, al menos frente a R. solani, ASP1 parecía tener un papel 
activo en la capacidad antagonista de T. harzianum. 
 
  
Figura 37. Enfrentamientos en cultivo dual de T. harzianum CECT 2413 (derecha en la 
placa) y el hongo fitopatógeno R. solani (izquierda en la placa). WT, cepa silvestre; 
ASP1T1 y ASP1T2, transformantes que sobreexpresan el gen asp1; ASP1Sil1 y ASP1Sil2, 
transformantes que silencian el gen asp1. Los enfrentamientos se realizaron en medio PDA 




5. ENSAYOS DE PROTECCIÓN CELULAR: RESISTENCIA A 
COMPUESTOS ANTIFÚNGICOS 
Con objeto de evaluar si la aspartil-peptidasa ASP1 de T. harzianum CECT 
2413 estaba participando en la protección celular de las hifas frente a proteínas 
antifúngicas secretadas por las plantas, se analizó la resistencia de la cepa silvestre y de 
las cepas que sobreexpresan o silencian asp1 frente a exudados vegetales obtenidos 
según se describe en el apartado 10.2.2 de Materiales y Métodos. 
Los resultados mostraron que los exudados vegetales no tuvieron efectos 
negativos en cuanto al porcentaje de germinación de esporas de las distintas cepas de 
Trichoderma analizadas, sin embargo sí se vio afectado el crecimiento de los tubos 
germinativos, observándose aglomeración de las germínulas así como tubos 
germinativos más cortos en comparación con la condición control (agua), si bien las 
cepas que sobreexpresan asp1 (ASP1T1 y ASP1T2) mostraron mayor resistencia al 
efecto tóxico de los exudados que la cepa silvestre y que las cepas que silencian asp1 



























Figura 38. Imágenes representativas del efecto de exudados vegetales sobre cepas de T. 
harzianum. WT, cepa silvestre CECT 2413; ASP1T1, transformante que sobreexpresa 
asp1; ASP1Sil1, transformante que silencia asp1. A: germínulas de T. harzianum en 
presencia de exudados de raíces de plantas de pepino (obtenidos según se describe en el 
apartado 10.2.2 de Materiales y Métodos). B: germínulas de T. harzianum con agua 
ultrapura estéril en sustitución de los exudados vegetales (controles negativos). Los 
ensayos se realizaron en placas de microtitulación según se describe en el apartado 10.2.2 
de Materiales y Métodos. Cada pocillo contenía: 36 μL de exudados vegetales, 4 μL de 
medio PDB 5x y 20 μL de una suspensión de 800 esporas de la cepa de T. harzianum 
correspondiente. Los exudados vegetales se utilizaron a una concentración final 5x. La 
placa se incubó a 22ºC en oscuridad durante 12 h. Transcurrido este tiempo, se midió el 
porcentaje de germinación de esporas de las cepas fúngicas evaluadas y la elongación de 
los tubos germinativos. 
 
 
6. ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DEL GEN asp1 EN LA 
INTERACCIÓN Trichoderma-PLANTA 
6.1. Análisis de expresión del gen asp1 
Como una primera aproximación para investigar un posible el papel de asp1 en 
la interacción Trichoderma-planta, se analizó su patrón de expresión mediante Northern 
blot en distintas condiciones, in vivo e in vitro, relacionadas con dicha interacción. 
En primer lugar, se analizó la expresión de asp1 en micelio de T. harzianum 
cultivado a distintos tiempos (4 h, 9 h y 24 h) en presencia de plántulas de pepino 
(sistema de interacción Trichoderma-planta descrito en el apartado 10.5.3.1 de 
Materiales y Métodos), en comparación con la presencia de una superficie inerte (fibras 
de nailon en sustitución del sistema radical de las plántulas), así como en medio basal 
PGM. Los resultados obtenidos mostraron que la expresión de asp1 se induce 
rápidamente (4 h) en presencia de plántulas (Figura 39A; PGM+P), y el nivel de 
ARNm decae abruptamente a tiempos más largos. Un patrón de expresión similar se 
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observó en el medio que contenía fibras de nailon (Figura 39A; PGM+N). Por el 
contrario, no se encontraron niveles detectables de ARNm en medio basal PGM. Estos 
resultados sugieren que la expresión de asp1 durante las primeras horas de interacción 
Trichoderma-planta podría ser promovida inespecíficamente tras el contacto del hongo 
con una superficie sólida cualquiera (bien raíces vegetales o fibras de nailon). 
Cuando se analizó la expresión de asp1 en micelio de T. harzianum cultivado en 
medio PGM con paredes celulares de raíces vegetales (sustrato insoluble), o con 
carboximetilcelulosa (sustrato soluble; componente principal de las paredes celulares 
vegetales) como fuente de carbono (los cultivos se realizaron según se describe en el 
apartado 4.5 de Materiales y Métodos), se obtuvo un patrón de expresión similar al 
observado en el ensayo de interacción con plántulas in vivo únicamente en presencia de 
paredes celulares (comparar Figura 39A; PGM+P y Figura 39B; PGM+PCP y 
PGM+CMC), apoyando la idea de que la rápida inducción de esta peptidasa observada 
en PGM+P, PGM+N y PGM+PCP parecía responder al contacto de T. harzianum 







Figura 39. Análisis tipo Northern del gen asp1 de T. harzianum CECT 2413. Cada carril 
contiene 20 μg de ARN total extraído de micelio cultivado, según se describe en el 
apartado 4.5 de Materiales y Métodos, durante 4, 9 y 24 h en medio PGM en distintas 
condiciones relacionadas con la interacción con plantas. A: medio PGM con plántulas de 
pepino (PGM+P) (sistema de interacción Trichoderma-planta descrito en el apartado 
10.5.3.1 de Materiales y Métodos); medio PGM en el que se retiraron las plántulas de 
pepino y se sustituyeron por fibras de nailon (PGM+N) antes de la inoculación del medio 
con T. harzianum; medio PGM en el que se retiraron las plántulas de pepino antes de la 
inoculación del medio con T. harzianum (PGM); medio PGM donde previamente se había 
llevado a cabo un ensayo de interacción Trichoderma-planta según se indica en el texto 
[SB(T-P)]. B: medio PGM suplementado con paredes celulares de raíces de plantas de 
pepino (PGM+PCP) al 1% (p/v); carboximetilcelulosa (PGM+CMC) al 0,5% (p/v); o 
glucosa al 0,1% (p/v) (PGM). Como sonda se utilizó un fragmento de 0,4 kb de la ORF del 
gen asp1, amplificado con los oligonucleótidos pSIL6281-f1 y pSIL6281-r1 y marcado con 
digoxigenina. Como control de carga se muestra una tinción del gel de agarosa con BrEt 









Con el fin de comprobar si el diálogo químico que establecen hongo y planta 
durante su interacción tenía algún efecto en la expresión de asp1, se cultivó micelio de 
T. harzianum en medio PGM donde previamente se había realizado un ensayo de 
interacción Trichoderma-planta durante 24 h (el sobrenadante de este ensayo se recogió 
por filtración y se utilizó como medio de cultivo para estudiar la expresión de asp1 en 
un nuevo cultivo de T. harzianum solo). Como se muestra en la Figura 39A, a 
diferencia de lo que ocurría con qid74 (apartado 3.1 del Capítulo II), asp1 no se expresó 
en este medio de cultivo (SBT-P) a ninguno de los tiempos ensayados.  
 
6.2. Competencia rizosférica 
 Con el propósito de evaluar la posible participación de la proteína ASP1 en la 
competencia rizosférica de T. harzianum CECT 2413, se analizó la capacidad de la cepa 
silvestre y de las cepas que sobreexpresan o silencian el gen asp1 para colonizar raíces 
vegetales a nivel interno. Para ello, se cultivaron plántulas de pepino en presencia de 
germínulas de las cepas de T. harzianum en estudio (según se describe en el apartado 
10.5.3.2 de Materiales y Métodos), observándose que a 10 hpi las germínulas de todas 
las cepas en estudio se encontraban profusamente adheridas a la superficie de las raíces, 
sin que se observaran diferencias de comportamiento entre cepas. 
Para cuantificar el nivel de colonización en el interior de las raíces, se 
determinó la cantidad de ADN fúngico presente dentro del tejido radical mediante 
PCR a tiempo real. Para ello, previamente se retiró el micelio adherido a la superficie 
de las raíces, según se describe en el apartado 10.5.6 de Materiales y Métodos. Como se 
muestra en la Figura 40, a 120 hpi se detectó en todos los casos un aumento 
significativo en la cantidad de ADN fúngico, indicando la presencia de micelio activo 
capaz de crecer dentro del tejido radical, y este aumento fue notablemente mayor en el 
caso de las raíces tratadas con el transformante ASP1Sil2, las cuales presentaron 























































Figura 40. Análisis mediante PCR a tiempo real de la presencia de T. harzianum en el 
interior de raíces de plántulas de pepino. WT, cepa silvestre; ASP1T1 y ASP1T2, 
transformantes que sobreexpresan asp1; ASP1Sil1 y ASP1Sil2, transformantes que 
silencian asp1. Los ensayos de interacción Trichoderma-planta se realizaron con plántulas 
cultivadas en medio líquido PGM inoculado con germínulas de la cepa de T. harzianum 
correspondiente (según se describe en el apartado 10.5.6 de Materiales y Métodos). Los 
valores representados corresponden a la cantidad media de ADN de T. harzianum 
detectado en dos muestras (6 plantas/muestra) procedentes de experimentos 
independientes, utilizando los oligonucleótidos Q2413f y Q2413r. Como gen normalizador 
se utilizó el gen de la actina de C. sativus, amplificado con los oligonucleótidos CS-Factin y 
CS-Ractin. hpi, horas postinoculación. 
 
6.3.  Efecto sobre la germinación de semillas y el crecimiento de las plantas 
En primer lugar, con el propósito de evaluar si la cepa silvestre T. harzianum 
CECT 2413 y las cepas que sobreexpresan o silencian asp1 tenían algún efecto sobre la 
germinación de semillas y el crecimiento vegetal, se pildoraron semillas de tomate con 
una suspensión de esporas de la cepa fúngica correspondiente y se sembraron en cajas 
Magenta® con medio semisólido MS (apartado 10.5.4 de Materiales y Métodos). Tras 
20 días de incubación no se observaron diferencias significativas entre las semillas 
pildoradas con la cepa silvestre y las semillas no pildoradas (control negativo), tanto a 
nivel de la tasa de germinación como a nivel de la longitud de la parte aérea de las 
plántulas (datos no mostrados). Tampoco se observaron diferencias significativas entre 
las semillas pildoradas con la cepa silvestre y las pildoradas con las cepas ASP1T1, 
ASP1T2, ASP1Sil1 y ASP1Sil2. Estos resultados indican que, en las condiciones 
ensayadas, T. harzianum CECT 2413 no parece tener efecto sobre la capacidad de 
germinación de las semillas de tomate, ni sobre el crecimiento de las plántulas, y que la 
sobreexpresión o silenciamiento del gen asp1 en esta cepa no altera estos parámetros. 
Por otro lado, también se examinó si la cepa silvestre T. harzianum CECT 2413 
y las cepas ASP1T1, ASP1T2, ASP1Sil1 y ASP1Sil2 tenían algún efecto sobre el 
 





desarrollo del sistema radical. Para ello, se llevaron a cabo ensayos en medio 
semisólido MS y se evaluó el desarrollo de las raíces en plántulas de tomate (según se 
describe en el apartado 10.5.4 de Materiales y Métodos). A 7 dpi se observó que tanto 
las raíces primarias como secundarias de las plántulas tratadas con la cepa silvestre 
eran significativamente más cortas que las raíces de las plántulas que no habían sido 
tratadas. La longitud de las raíces principales se redujo en un 43% y las secundarias en 
un 28% respecto al control negativo (plántulas sin tratar), mientras que el número de 
raíces secundarias no se vio afectado. Como se muestra en la Figura 41, al comparar el 
efecto de la cepa silvestre con el de las cepas que sobreexpresan o silencian asp1, no se 
encontraron diferencias significativas en cuanto a la longitud de las raíces principales, 
pero sí en la longitud y cantidad de raíces secundarias. Las plántulas tratadas con las 
cepas ASP1T1 y ASP1T2 exhibieron raíces secundarias más cortas (aproximadamente 
65% de reducción) y menos abundantes (43% de reducción) que las plántulas tratadas 
con la cepa silvestre. A pesar de que las plántulas tratadas con las cepas ASP1Sil1 y 
ASP1Sil2 también exhibieron una cierta reducción en la longitud de las raíces 
secundarias (entre el 27% y el 39%) respecto al tratamiento con la cepa silvestre, no se 
observaron, sin embargo, diferencias significativas a nivel de número de raíces 
secundarias en comparación con el tratamiento con la cepa silvestre. 
Con objeto de confirmar el efecto de las cepas de T. harzianum en estudio sobre 
la arquitectura de la raíz, se analizaron raíces de plántulas de pepino tratadas con 
germínulas de la cepa fúngica correspondiente en cajas PhitatrayTM con medio líquido 
PGM (según se describe en el apartado 10.5.4 de Materiales y Métodos). A 7 dpi no se 
observaron diferencias significativas entre el efecto de la cepa silvestre y el control 
negativo (agua) respecto a la longitud de la raíz principal de las plántulas, así como 
tampoco se observaron diferencias significativas entre la longitud de las raíces 
colonizadas por la cepa silvestre y por las cepas ASP1T1, ASP1T2, ASP1Sil1 y 
ASP1Sil2. Sin embargo, sí se observó que había cambios evidentes en la arquitectura 
de las raíces secundarias. Las plántulas tratadas con la cepa silvestre exhibieron raíces 
secundarias con pelos radicales más largos y más abundantes que las plántulas sin 
tratar (control negativo con agua), si bien no se observaron diferencias significativas 
entre el efecto de la cepa silvestre y el de las cepas que sobreexpresan o silencian asp1 
(imágenes no mostradas). 
 

























































































Figura 41. Efecto de T. harzianum en la arquitectura de las raíces de plántulas de tomate. 
WT, cepa silvestre; ASP1T1 y ASP1T2, transformantes que sobreexpresan asp1; 
ASP1Sil1 y ASP1Sil2, transformantes que silencian asp1. A: plántulas de tomate cultivadas 
en medio MS semisólido inoculado con esporas de T. harzianum de la cepa correspondiente 
(según se describe en el apartado 10.5.4 de Materiales y Métodos). B: representación 
gráfica de la longitud media de las raíces principales, la longitud media de las raíces 
laterales, y el número de raíces laterales por plántula. Los valores que difieren 
significativamente están representados por letras diferentes (Test de Duncan; P=0,05). 
 
 
6.4.  Inducción de respuestas de defensa en plantas 
 Con objeto de estudiar si T. harzianum CECT 2413 era capaz de provocar la 
inducción, local o sistémica, de respuestas de defensa en plantas, y si la aspartil-
peptidasa ASP1 podía estar implicada en este fenómeno, se llevaron a cabo diferentes 
ensayos comparando la cepa silvestre y una de las cepas que sobreexpresa asp1 
(ASP1T1). 
 
6.4.1. A nivel local 
 En primer lugar, se evaluó la capacidad de inducir, a nivel local, respuestas de 
defensa como la acumulación de fitoalexinas en el tejido vegetal. Para ello, se trataron 
las hojas cotiledonares de plántulas de pepino con concentrados de proteínas secretadas 
por la cepa silvestre T. harzianum CECT 2413 y por la cepa que sobreexpresa asp1 
(ASP1T1), tras 48 h de crecimiento en medio MM con glucosa al 2% (p/v) como 
fuente de carbono (en esta condición de cultivo la cepa transformante ASP1T1 secreta 
 





mayoritariamente la proteína ASP1, sin embargo, no hay expresión de la copia 
endógena del gen asp1 en ninguna de las cepas). El perfil de proteínas de los 
concentrados proteicos tanto de la cepa silvestre como de la cepa transformante se 
mostró en el apartado 1.2 del presente Capítulo (Figura 27). Dado que las fitoalexinas 
generalmente presentan fluorescencia, se evaluó la emisión de fluorescencia a las 24 hpi 
en el sitio de aplicación del concentrado proteico mediante la exposición a luz UV. 
Como se muestra en la Figura 42A, las hojas tratadas con ácido salicílico (SA) (como 
control positivo) mostraron fluorescencia en el sitio de aplicación, indicando la 
acumulación de fitoalexinas. Por el contrario, las hojas tratadas con agua (control 
negativo) permanecieron intactas. Tanto las hojas cotiledonares tratadas con el 
concentrado proteico de la cepa silvestre como con el de la cepa ASP1T1 también 
exhibieron fluorescencia alrededor del sitio de aplicación, si bien la fluorescencia 
emitida fue más intensa en el caso del tratamiento con el concentrado proteico de la 
cepa ASP1T1. Cabe destacar que las hojas tratadas con los concentrados proteicos, 
además de emitir fluorescencia, exhibieron una zona oscurecida justo alrededor del 
sitio de aplicación, y esta respuesta fue más acusada tras el tratamiento con el 
concentrado proteico de la cepa ASPT1. Como se esperaba, los tratamientos con los 
mismos concentrados proteicos hervidos produjeron respuestas menos intensas que los 
concentrados sin hervir (Figura 42A).  
Adicionalmente, se observó que las hojas cotiledonares tratadas con los 
concentrados proteicos de ambas cepas de T. harzianum (WT y ASP1T1) exhibieron 
lesiones necróticas y cloróticas alrededor del sitio de aplicación, indicando la existencia 
de una reacción de hipersensibilidad por parte de la planta (Figura 42B). Las zonas 
necróticas observadas coincidieron con las zonas más oscuras detectadas tras la 
exposición a luz UV. La respuesta observada tras el tratamiento con los mismos 
concentrados proteicos hervidos fue, de nuevo, menos acusada. La aplicación de SA no 
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Figura 42. Imágenes representativas de la acumulación de fitoalexinas (A) y fitotoxicidad 
(B) a nivel local en hojas cotiledonares de plántulas de pepino tras la inoculación con 
concentrados de proteínas secretadas por cepas de T. harzianum (WT, cepa silvestre T. 
harzianum CECT 2413; ASP1T1, transformante que sobreexpresa asp1). Los concentrados 
proteicos se obtuvieron según se describe en el apartado 4.6 de Materiales y Métodos, tras 
48 h de crecimiento de T. harzianum en presencia de glucosa al 2% (p/v) como fuente de 
carbono. El perfil de proteínas producidas por las distintas cepas de T. harzianum en esta 
condición de cultivo se muestra en la Figura 27. Las hojas cotiledonares se inocularon con 
10 μL del concentrado proteico (120x) de la cepa correspondiente según se describe en el 
apartado 10.5.7.1 de Materiales y Métodos. En el caso del concentrado proteico obtenido 
de la cepa ASP1T1, este volumen contiene 1 nmol de la proteína ASP1, calculado 
mediante SDS-PAGE. A las 24 horas se evaluó la presencia de fitoalexinas mediante 
detección bajo luz UV y la aparición de lesiones necróticas. C(-), agua ultrapura estéril; 
C(+), SA, ácido salicílico (25 nmoles). Los tratamientos con concentrados proteicos 




6.4.2. A nivel sistémico 
 A la vista de que la inoculación de hojas con concentrados de proteínas 
secretadas por T. harzianum CECT 2413 y el transformante ASP1T1 producían 
lesiones hipersensibles a nivel local y la acumulación de fitoalexinas, el siguiente paso 
fue evaluar si el tratamiento de plántulas con estos concentrados proteicos llevaba a la 
inducción de una respuesta de defensa sistémica en partes distales de la planta. Para 
ello, se trataron las raíces de plántulas de pepino (según se describe en el apartado 
10.5.7.2.1 de Materiales y Métodos; ver Figura 43) con los mismos concentrados 
proteicos utilizados en el ensayo anterior, y posteriormente se midió en hojas la 
expresión de genes marcadores de respuestas de defensa: PR2 y PR3, que codifican 
para una ß-1,3 glucanasa y una quitinasa, respectivamente (forman parte de las 
llamadas proteínas PR asociadas a la respuesta dependiente de SA); pal1, que codifica 
para una fenil alanina amonio liasa (enzima clave en la ruta biosintética de 
 





fenilpropanoides que conduce a la producción de ciertas fitoalexinas); hpl, lox y etr1, que 
codifican para una hidroperóxido liasa, una lipoxigenasa y un receptor de ET, 
respectivamente; y prx, que codifica para una peroxidasa (proteínas asociadas a las 
respuestas dependientes de JA o de ET). Como controles positivos del ensayo se 













Figura 43. Sistema de cultivo de 
plántulas de pepino utilizado para la 
inoculación a nivel de la raíz con 




Como se muestra en la Figura 44, el tratamiento de las raíces de las plántulas 
con el concentrado proteico de la cepa silvestre de T. harzianum supuso un aumento 
significativo de la expresión en hojas de los genes PR2, PR3, y pal1 respecto a la 
expresión basal de estos genes en las plantas sin tratar. Sin embargo, esta respuesta fue 
mucho menos acusada en el caso del concentrado proteico de la cepa ASPT1 
(concentrado proteico hervido o sin hervir). Como cabía esperar, los niveles más altos 
de expresión de estos tres genes se encontraron en las plántulas tratadas con SA. El 
nivel de expresión del resto de genes analizados no sufrió cambios significativos tras el 
tratamiento de las plántulas con los concentrados proteicos de las cepas ensayadas, 
respecto a las plantas sin tratar (datos no mostrados).  
Para comprobar si la respuesta sistémica de defensa observada tras el 
tratamiento de las plántulas con los concentrados proteicos de T. harzianum también 
tenían lugar in vivo durante la interacción Trichoderma-planta, se trataron las raíces de 
las plántulas (según se describe en el apartado 10.5.7.2.2 de Materiales y Métodos) con 
germínulas de T. harzianum (cepas CECT 2413 y ASPT1), y posteriormente se midió 
en hojas la expresión de los mismos genes marcadores de respuestas de defensa a nivel 
sistémico analizados en el ensayo anterior. Como controles positivos y negativos del 
 

































































Figura 44. Análisis mediante PCR a tiempo real de la expresión de genes marcadores de 
defensa en hojas cotiledonares de plántulas de pepino tras la inoculación a nivel de raíz con 
concentrados de proteínas secretadas por cepas de T. harzianum (WT, cepa silvestre T. 
harzianum CECT 2413; ASP1T1, transformante que sobreexpresa asp1). Los concentrados 
proteicos se obtuvieron según se describe en el apartado 4.6 de Materiales y Métodos, tras 
48 h de crecimiento de T. harzianum en presencia de glucosa al 2% (p/v) como fuente de 
carbono. El perfil de proteínas producidas por las distintas cepas de T. harzianum en esta 
condición de cultivo se muestra en la Figura 27. Las raíces se trataron con 200 μL del 
concentrado proteico (17x) de la cepa correspondiente según se describe en el apartado 
10.5.7.2.1 de Materiales y Métodos. En el caso de los concentrados proteicos obtenidos de 
la cepa ASP1, este volumen contiene 3 nmoles de la proteína ASP1T1, calculado mediante 
SDS-PAGE. A las 24 horas se recogieron las hojas cotiledonares y se procesaron para su 
análisis. Se muestra la expresión de los siguientes genes marcadores: PR2 (β-1,3-
glucanasa), PR3 (quitinasa), pal1 (fenilalanina amonio liasa). Como gen normalizador se 
utilizó el gen de la actina de C. sativus. Las parejas de oligonucleótidos utilizados se 
recogen en la Tabla 8. Los valores representados corresponden a la expresión génica 
relativa a la expresión basal (plántulas tratadas con agua ultrapura estéril en sustitución 
de los concentrados proteicos). El tratamiento con concentrado proteico hervido se indica 
con el subíndice h. SA, ácido salicílico (3 nmoles/μL). 
 
 
Como se muestra en la Figura 45, el tratamiento de las plántulas con la cepa 
silvestre de T. harzianum resultó en un aumento en la expresión de los genes PR2, PR3 
y pal1, respecto a las plantas sin tratar, confirmando los resultados obtenidos in vitro, 
con los sobrenadantes proteicos, aunque los niveles de expresión con la cepa silvestre 
fueron comparables a los obtenidos con la cepa ASP1T1. Los valores más altos de 
expresión se obtuvieron de nuevo en las plantas tratadas con SA. En este caso tampoco 
se observaron cambios significativos en el nivel de expresión del resto de genes 
analizados tras el tratamiento con cualquiera de las cepas de T. harzianum ensayadas 
(datos no mostrados).  
 








































Los resultados obtenidos en estos ensayos indicaban, por tanto, que el 
tratamiento de plántulas de pepino con T. harzianum CECT 2413 inducía una 
respuesta sistémica de defensa vinculada a la ruta de SA, pero esta respuesta no se veía 














Figura 45. Análisis mediante PCR a tiempo real de la expresión de genes marcadores de 
defensa en hojas cotiledonares de plántulas de pepino tras la inoculación a nivel de raíces 
con germínulas de T. harzianum (WT, cepa silvestre T. harzianum CECT 2413; ASP1T1, 
transformante que sobreexpresa asp1). Los ensayos de interacción Trichoderma-planta se 
realizaron con plántulas cultivadas en medio líquido PGM inoculado con germínulas de la 
cepa de T. harzianum correspondiente (según se describe en el apartado 10.5.7.2.2 de 
Materiales y Métodos). A las 48 hpi se recogieron las hojas cotiledonares y se procesaron 
para su análisis. Se muestra la expresión de los siguientes genes marcadores: PR2 (β-1,3-
glucanasa), PR3 (quitinasa), pal1 (fenilalanina amonio liasa). Como gen normalizador se 
utilizó el gen de la actina de C. sativus. Las parejas de oligonucleótidos utilizados se 
recogen en la Tabla 8. Los valores representados corresponden a la expresión génica 
relativa a la expresión basal (plántulas tratadas con agua ultrapura estéril en sustitución 
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DISCUSIÓN     
ASP1 es una hidrolasa perteneciente al grupo de las aspartil-peptidasas o 
peptidasas ácidas (EC 3.4.23), caracterizadas por la presencia de dos residuos de ácido 
aspártico en su sitio activo. La subfamilia mejor conocida de este grupo es la A1A, 
representada por la pepsina A humana, a la que pertenece ASP1 (Suárez y col., 2005). 
Esta subfamilia agrupa endopeptidasas que actúan en su mayoría a pH ácido, y cuya 
actividad se inhibe específicamente por la pepstatina A. Nuestros ensayos mostraron 
que, efectivamente, la máxima actividad de ASP1 ocurre a muy pH ácido (2,0-3,0). Se 
ha descrito que las aspartil-peptidasas SA76, TaAsp y ASP55 caracterizadas en otras 
cepas de Trichoderma spp., presentan un pH óptimo de actividad de 3,5, 4,0 y 5,5, 
respectivamente (Liu y Yang, 2007; Yang y col., 2013, Dou y col., 2014), valores en los 
que la peptidasa ASP1 sufre un drástico descenso en su actividad (50, 75 y 95%, 
respectivamente). En cuanto al efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad 
enzimática, se observó que ASP1 permanece estable en un rango de pH más reducido 
(2,0-6,0) que el de la peptidasa TaAsp (3,0-9,0). A su vez, la máxima actividad de ASP1 
se encontró a 50ºC, mientras que las peptidasas SA76, TaAsp y ASP55 exhibieron su 
máxima actividad a 45, 40 y 30ºC, respectivamente. Curiosamente, la temperatura en la 
que se encontró la máxima actividad de ASP1 coincidió con la temperatura de 
inactivación de la misma. Este fenómeno sugiere un posible efecto protector del 
sustrato sobre la enzima. La peptidasa ASP1 también se mostró más sensible al efecto 
de la temperatura que la peptidasa TaAsp, ya que mientras la actividad de ASP1 
empieza a perder estabilidad tras su preincubación a 37ºC, la actividad de TaAsp se 
mantiene estable incluso tras su preincubación a 60ºC.     
Los valores de expresión obtenidos en esta Tesis mediante el análisis de 
microarrays (Capítulo I) corroboraron los resultados obtenidos por Suárez y col. (2007), 
que demuestran que en la cepa T. harzanum CECT 2413 la mayoría de proteasas 
extracelulares están inducidas por quitina y, por tanto, posiblemente están 
correguladas con las quitinasas durante la interacción micoparasítica (Steyaert y col., 
2004). Adicionalmente, el análisis de expresión llevado a cabo bajo distintas 
condiciones relacionadas con la interacción Trichoderma-planta reveló que a tiempos 
cortos el gen asp1 se induce en cultivos de T. harzianum en contacto con raíces 
vegetales (interacción in vivo) así como también en presencia de paredes celulares 
vegetales (interacción simulada), mientras que su expresión era indetectable en 
presencia de carboximetilcelulosa (pese a que la celulosa es uno de los componentes 
 





mayoritarios de las paredes celulares de las plantas). Estos resultados nos llevan a 
pensar que las proteínas presentes en las paredes celulares del tejido radical son 
responsables de inducir la expresión de asp1. No obstante, el hecho de que también se 
detectara una fuerte expresión de asp1  durante el cultivo de T. harzianum en contacto 
con fibras de nailon, sugiere una respuesta inespecífica asociada al contacto físico del 
micelio con una superficie sólida. Si tenemos en cuenta que asp1 se expresa en 
presencia de raíces, fibras inertes, paredes celulares, tanto fúngicas como vegetales, y 
quitina ‒todos ellos componentes que forman suspensiones en el medio de cultivo‒ y 
no en presencia de compuestos solubles como la carboximetilcelulosa o de metabolitos 
secretados por el hongo y por la planta durante su interacción ‒que contienen 
proteínas‒ todo parece apuntar a que su expresión se desencadena cuando el hongo 
percibe una superficie sólida a la que adherirse. Por otro lado, atendiendo a la débil 
expresión de asp1 durante el cultivo de T. harzianum en ausencia de fuentes de carbono 
o nitrógeno en comparación con las proteasas pra1, prb1 y prb2 (Suárez y col., 2007), se 
puede deducir que este gen no opera como parte una respuesta general a la privación 
de nutrientes, sino que más bien parece cumplir una función especializada durante las 
primeras etapas del proceso micoparasítico. Esto estaría de acuerdo con los resultados 
de Šimković y col., (2008, 2012), quienes demostraron que la secreción de enzimas 
proteolíticas por parte de Trichoderma spp. no es solamente una respuesta nutricional, 
sino que su inducción está sujeta a un complejo mecanismo de reconocimiento. El 
hecho de que los genes pra1, prb1 y prb2 se induzcan en T. harzianum bajo condiciones 
de micoparasitismo simulado, y que además respondan a una desrepresión catabólica, 
sugiere que su transcripción está controlada por diferentes sistemas de regulación 
activados bajo distintas condiciones fisiológicas. La expresión de estos genes en medio 
mínimo apunta hacia una función estrictamente nutricional cuando T. harzianum se 
comporta como un saprófito y no como un micoparásito. Desde un punto de vista 
energético, la regulación del gen asp1 podría interpretarse como un modo de ahorro de 
energía mientras el hongo rastrea su entorno. De tal modo, su expresión, 
desencadenada solo tras el contacto del hongo con una superficie que potencialmente 
podría representar una fuente de nutrientes, ‒ya sea materia orgánica en 
descomposición (saprofitismo) u hospedadores fúngicos, vegetales o, incluso, 
nematodos (biotrofismo)‒, reduciría el gasto que supone su transcripción en ausencia 
de fuentes de carbono o nitrógeno fácilmente asimilables, táctica coherente con la 
naturaleza oportunista de ciertas especies de Trichoderma.  
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Los resultados obtenidos sobre la regulación del gen asp1 apoyarían la hipótesis 
de Suárez y col. (2007) quienes, a partir de la gran diversidad de peptidasas 
encontradas en T. harzianum y de los distintos mecanismos de regulación observados, 
incluso entre peptidasas pertenecientes a la misma familia, plantearon que esa 
diversidad se debía más a una especialización funcional que a una redundancia 
enzimática. Asimismo, recientemente se ha propuesto que el vasto repertorio de 
peptidasas en el género Trichoderma podría constituir un sistema sinérgico para el uso 
eficiente de proteínas (Druzhinina y col., 2012). De este modo, ciertas especies de 
Trichoderma serían capaces de responder de manera flexible, secretando peptidasas 
apropiadas según la composición de su entorno, con el fin de aprovechar distintas 
fuentes proteicas. Esto representaría una ventaja adaptativa en términos de explotación 
de recursos, especialmente cuando estos son escasos. Se sabe que durante el curso 
evolutivo, ciertos hongos han ido expandiendo su repertorio de peptidasas, lo que les 
ha permitido colonizar de modo oportunista diversos nichos ecológicos (St Leger y 
col., 1997). Así, se ha visto que los genes que codifican para peptidasas se encuentran 
expandidos en los genomas de T. atroviride y T. virens ‒especies micoparasíticas que al 
igual que T. harzianum son utilizadas como ACBs‒ en comparación con el genoma de 
la especie saprofita T. reesei (Kubicek y col., 2011). De hecho el gen asp1, no forma 
parte del repertorio proteolítico de T. reesei. 
Con el fin de analizar funcionalmente el gen asp1, se obtuvieron cepas 
transformantes de T. harzianum CECT 2413 mediante sobreexpresión y silenciamiento 
génico. Es importante tener en cuenta ciertos aspectos inherentes al análisis funcional 
mediante el uso de cepas transformantes. Por un lado, el análisis de cepas silenciadas 
puede resultar complejo, puesto que normalmente el gen sometido a silenciamiento 
suele mantener cierto nivel de expresión que podría ser suficiente para el desempeño de 
su función. Asimismo, el análisis funcional de un gen mediante el uso de cepas 
silenciadas o mutantes nulos podría verse dificultado por una eventual redundancia 
funcional o cooperación debida a la acción de otros genes. Por otro lado, se debe 
considerar que la sobreexpresión de un gen podría enmascarar su efecto real, ya que la 
sobreproducción de la correspondiente proteína de interés podría generar efectos 
tóxicos tanto en el organismo que la produce, como en otros organismos con los que 
este establezca algún tipo de interacción. Además, la sobreexpresión de un gen no 
conduce necesariamente a un fenotipo distinto, es decir, no siempre implica una 
ganancia funcional, ya que el nivel de expresión del gen endógeno podría ser suficiente 
 





para la visualización de un fenotipo determinado. En este sentido, el manejo paralelo en 
este trabajo de transformantes de sobreexpresión y de transformantes silenciados 
ofrece la oportunidad de explorar la función génica con mayor precisión. 
En cuanto a la sobreexpresión del gen asp1, el análisis Southern permitió 
determinar que cada una de las cepas transformantes obtenidas presentaba un distinto 
patrón de integración del casete de expresión del gen. Cabe mencionar que, ni el 
número de copias completas integradas en el genoma de cada transformante, ni el 
número de sitios de inserción en el genoma de los mismos, se pudo correlacionar con el 
nivel de expresión determinado por Northern. La falta de correlación entre el número 
de copias de un gen integradas en el genoma y su expresión, a nivel de ARNm, ha sido 
descrita previamente para otros genes en Trichoderma spp. (Limón y col. 1999; 
Montero-Barrientos y col., 2007; Morán-Diez y col., 2010), y se le ha atribuido a un 
efecto posicional, es decir que la particular localización de cada copia génica dentro del 
genoma incide en su nivel de expresión (Kruszewska, 1999). Por el contrario, la 
sobreexpresión de asp1 detectada en las cepas ASP1T1 y ASP1T2 sí guardó relación 
con la cantidad de proteína producida por cada una de estas cepas. Igualmente, el nivel 
de proteína ASP1 secretada por cada transformante al medio de cultivo también se 
correlacionó con la actividad proteolítica total de cada cepa, de modo que la cepa 
ASP1T1 exhibió aproximadamente el doble de actividad que la cepa ASP1T2. 
En cuanto a los dos transformantes silenciados obtenidos en este trabajo, se 
determinó que estos también tenían un distinto patrón de integración del casete de 
silenciamiento del gen asp1. En este caso sí hubo correlación entre el número de copias 
del casete integrado en el genoma de cada transformante y el nivel de expresión de 
asp1. De este modo, se encontró que la cepa ASP1Sil2, que integró más copias 
completas del casete de silenciamiento, a su vez exhibió una cola de degradación del 
ARNm correspondiente al gen asp1 más intensa que la cepa ASP1Sil1, resultado que 
indica un mayor grado de silenciamiento a nivel post-transcripcional. Asimismo, los 
resultados del análisis Northern se correlacionan con los del análisis a nivel de proteína, 
mostrando que ambos transformantes presentan un alto grado de silenciamiento del 
gen asp1 (>95%) y que, efectivamente, la cepa ASP1Sil2 secreta una menor cantidad de 
la proteína ASP1. De acuerdo con estos datos, se comprobó que la cantidad de proteína 
ASP1 secretada por cada transformante al medio de cultivo también se correlacionaba 
con el nivel de actividad proteolítica total, de modo que la cepa ASP1Sil1 exhibió más 
del doble de actividad que la cepa ASP1Sil2. Por otro lado, considerando que es bien 
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conocido que en T. reesei la ausencia de una proteína en particular se ve compensada 
mediante la producción de otras proteínas con actividades similares (Suominen y col., 
1993), el hecho de que en los perfiles electroforéticos de las proteínas secretadas al 
medio de cultivo por los transformantes silenciados se hayan observado ciertas bandas 
más intensas que en el perfil de la cepa silvestre indicaría que la menor secreción de la 
proteína ASP1 por parte de los transformantes silenciados se ha visto compensada por 
la secreción de otras peptidasas, que de alguna manera podrían suplir su función.  
Sabiendo que la capacidad de las especies de Trichoderma para degradar las 
paredes celulares de organismos fitopatógenos depende de la variedad y cantidad de 
enzimas líticas que es capaz de secretar (Viterbo y col, 2002b) y que tal secreción 
depende de la composición de la pared celular del fitopatógeno (Suárez y col., 2005; 
Qualhato y col., 2013), para evaluar la implicación de ASP1 en el potencial antagonista 
de T. harzianum se llevaron a cabo ensayos frente a hongos fitopatógenos con paredes 
celulares de distinta naturaleza. Los resultados de los ensayos in vivo con la cepa 
silvestre y los transformantes que sobreexpresan y silencian asp1, indicaron que ASP1 
podría contribuir al antagonismo que ejerce T. harzianum frente al basidiomiceto R. 
solani, pero no al de los ascomicetos B. cinerea y C. acutatum. La potencial implicación de 
la aspartil-peptidasa ASP1 en la interacción micoparasítica entre T. harzianum y R. 
solani está de acuerdo con los resultados obtenidos por Suárez y col., (2005), quienes 
analizaron el proteoma de esta cepa y encontraron que tras su crecimiento en presencia 
de paredes celulares de diferentes fitopatógenos, ASP1 era, no solo la más abundante, 
sino que el máximo nivel de secreción de la misma ocurría en presencia de paredes 
celulares de R. solani. Adicionalmente, también existe correlación con los resultados de 
otros estudios proteómicos en los que se encontró secreción diferencial de la proteína 
ASP1 en la cepa T. harzianum ETS 323 tras su cultivo en presencia de paredes 
celulares de R. solani, pero no en presencia de las de B. cinerea (Tseng y col., 2008; 
Yang y col., 2009). Todos estos resultados llevan a pensar que ASP1 cumple una 
función fundamental durante la interacción T. harzianum-R. solani, de modo que la 
demostrada capacidad de distintas cepas de T. harzianum para antagonizar a este 
fitopatógeno (Elad y col., 1983; Almeida y col., 2007), podría en parte atribuirse a la 
actividad proteolítica de ASP1. Además de la mayor capacidad para controlar el 
crecimiento de R. solani por parte de los transformantes de T. harzianum que 
sobreexpresan el gen asp1 en comparación con la cepa silvestre y los transformantes 
silenciados, el hecho de que, a su vez, estos últimos hayan mostrado un menor 
 





potencial para restringir el crecimiento del patógeno que la cepa silvestre, no solo 
apoya un papel activo para la aspartil-peptidasa ASP1 durante la interacción 
micoparasítica T. harzianum-R. solani, sino que indica que la menor actividad de ASP1 
no se ve compensada por la acción de otras proteínas secretadas durante dicha 
interacción. Estos hallazgos confirman que la gran diversidad de enzimas proteolíticas 
secretadas por T. harzianum efectivamente responde, en cierto grado, a una 
especialización funcional más que a una redundancia y que, además, el micoparásito 
requiere de un amplio repertorio de enzimas proteolíticas para poder degradar 
eficientemente los componentes de las paredes celulares de sus hospedadores con el fin 
de parasitarlos (Suárez y col., 2007). Esta diversidad funcional también se ha visto en 
otros grupos de enzimas hidrolíticas fúngicas como es el caso de las quitinasas (Seidl, 
2008; Hartl y col., 2012). 
Por otro lado, una posible función de ASP1 durante la asociación Trichoderma-
planta podía consistir en hidrolizar las proteínas antifúngicas secretadas por la planta 
hospedadora como parte de su respuesta de defensa (Selitrennikoff, 2001), participando 
así en la protección celular de T. harzianum. Sin embargo, si bien se encontró que la 
sobreexpresión del gen asp1 mejoraba la protección celular del micelio, teniendo en 
cuenta que la cepa silvestre mostró el mismo grado de sensibilidad que los 
transformantes silenciados, su función no parece ser esencial para este fin. 
Alternativamente, considerando que estos ensayos de resistencia se llevaron a cabo en 
presencia de glucosa (medio PDB), es posible que el bajo nivel de expresión del gen 
asp1 en la cepa silvestre (como consecuencia de la represión catabólica) sea comparable 
al nivel de expresión residual de los transformantes silenciados, lo que explicaría su 
mismo comportamiento. 
Considerando la potencial implicación de las aspartil-peptidasas en la mediación 
de la adherencia celular de Candida albicans al tejido de su hospedador (Naglik y col., 
2003), así como la capacidad de diversas cepas del género Trichoderma de penetrar las 
paredes celulares vegetales y establecer una asociación simbiótica con las mismas 
(Yedidia y col., 1999), también se consideró una posible participación de ASP1 en el 
proceso de colonización del tejido radical por parte de T. harzianum. Sin embargo, los 
resultados del ensayo de competencia rizosférica indicaron que un mayor nivel de 
expresión del gen asp1 en T. harzianum no implica un mayor nivel de colonización 
interna del tejido radical y, además, que la cepa que presentaba mayor grado de 
silenciamiento del gen asp1, ASPSil2, era la cepa que mostró el mayor nivel de 
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colonización en etapas avanzadas de este proceso. Estos resultados llevan a pensar que 
ASP1, en lugar de favorecer la penetración del tejido radical mediante la degradación 
de las proteínas presentes en la paredes celulares vegetales o mediante la degradación 
de proteínas de defensa producidas por la planta, podría estar implicada directamente 
en el diálogo molecular establecido durante su asociación simbiótica, activando 
transitoriamente el sistema inmune de la planta para limitar la invasión por parte del 
hongo, al ser reconocida como un MAMP, como una proteína efectora o, 
alternativamente, mediante la generación de DAMPs. Una función de este tipo no 
resulta extraña ya que la capacidad de las peptidasas para actuar como PAMPs ha sido 
ampliamente documentada (Xia, 2004). Incluso se ha demostrado que las propiedades 
inmunológicas de aspartil-peptidasas fúngicas son independientes de su actividad 
enzimática (Pietrella y col., 2010) y que aspartil-peptidasas de origen vegetal están 
implicadas en la regulación de la respuesta HR (Xia y col., 2004) y SAR (Breitenbach y 
col., 2014), y que es precisamente el SA la fitohormona que limita la colonización de 
Trichoderma al tejido apoplástico de la raíz (Alonso-Ramírez y col., 2014). No obstante, 
también es posible que la mayor capacidad de la cepa ASP1Sil2 para colonizar el tejido 
radical refleje cierta redundancia funcional. Es decir, el menor nivel de secreción de 
ASP1 por la cepa ASP1Sil2 durante la interacción in vivo con raíces podría estar 
compensándose con la secreción de otras proteínas hidrolíticas cuya actividad habría 
favorecido la colonización del tejido radical. Si bien la actividad aspartil-peptidasa de 
ASP1 no parece ser compensada por otras peptidasas durante el antagonismo de R. 
solani, puede que ciertas peptidasas sí sean capaces de suplir su función durante la 
colonización del tejido vegetal, tal y como parece ocurrir con las aspartil-peptidasas 
potencialmente implicadas en la virulencia del hongo fitopatógeno B. cinerea, 
incluyendo la proteína homóloga de ASP1, BcAP8 (ten Have y col., 2010).  
Al evaluar si la cepa silvestre T. harzianum CECT 2413 y los transformantes 
del gen asp1 tenían algún efecto sobre la arquitectura del sistema radical en plántulas 
de tomate se encontró que todas las cepas inhibían significativamente la elongación de 
las raíces principales y secundarias, si bien las cepas que sobreexpresaban asp1 
inhibieron en mayor medida la elongación de las raíces secundarias que la cepa 
silvestre y que las cepas silenciadas y, además, inhibieron parcialmente su aparición. 
Esta observación podría ser compatible con el modelo de interacción Trichoderma-
planta según el cual la defensa dependiente de SA iría acompañada de una disminución 
de la señalización por auxinas y la consiguiente disminución del número y crecimiento 
 





de raíces secundarias (Shoresh y col., 2010; Hermosa y col., 2012). En este sentido, la 
potencial activación del sistema inmune de las plantas por parte de ASP1 sería 
responsable de la inhibición del crecimiento radicular. Alternativamente, ASP1 podría 
tener un efecto fitotóxico sobre el desarrollo de raíces secundarias. Curiosamente, las 
cepas silenciadas también mostraron un mayor efecto inhibitorio sobre la elongación 
de las raíces secundarias que la cepa silvestre. Este resultado lleva a pensar que es 
posible que bajo estas condiciones las cepas silenciadas también hayan sido capaces de 
secretar otras proteínas para compensar el menor nivel de ASP1, siendo estas 
responsables del menor desarrollo de raíces secundarias.  
La posible fitotoxicidad de ASP1 se ve apoyada por la acentuada aparición de 
lesiones necróticas y cloróticas tras la aplicación de concentrados de proteínas 
secretadas por la cepa que sobreexpresa ASP1, ASP1T1, sobre el tejido foliar y, a su 
vez, guarda relación con la mayor acumulación de fitoalexinas observada a nivel local 
respecto a los concentrados proteicos de la cepa silvestre. Las fitoalexinas son 
compuestos fenólicos de bajo peso molecular cuya rápida acumulación, junto con la 
respuesta HR ‒que implica muerte celular (necrosis) localizada (Mur y col., 2008)‒, 
forma parte de la respuesta temprana de defensa de las plantas (Dodds y Rathjen, 
2010). Diversos estudios han demostrado el papel que cumplen las fitoalexinas en la 
defensa de plantas de pepino frente a organismos fitopatógenos (McNally y col., 2003; 
Fofana y col., 2005). De hecho, la inducción de resistencia sistémica en plantas de 
pepino frente a Pseudomonas syringae por parte de T. asperelloides se correlaciona con la 
acumulación de fitoalexinas en el tejido vegetal (Yedidia y col., 2003). Asimismo, se ha 
descrito que una celulasa producida por T. virens es capaz de inducir la producción de 
fitoalexinas y HR (Calderón y col., 1993). En este sentido, el reconocimiento de ASP1 
por parte de la planta, o de los compuestos liberados por su actividad proteolítica sobre 
tejidos vegetales, parece conducir a la activación de su sistema inmune. Según el 
modelo del zig-zag que ilustra la activación del sistema inmune de las plantas (ver 
Figura 3), la inducción de HR ocurre usualmente tras el reconocimiento de proteínas 
efectoras (Jones y Dangl, 2006). Esto nos lleva a pensar que ASP1, más que ser 
reconocida como un MAMP o ser responsable de la producción de DAMPs, podría 
actuar como un efector.  
Por otro lado, la aplicación del sobrenadante de cultivo desactivado por calor de 
la cepa ASPT1 también desencadenó la aparición de lesiones en el tejido foliar así como 
la acumulación de fitoalexinas, aunque en menor medida. Estos resultados son 
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coherentes con que las propiedades inmunológicas de las aspartil-peptidasas sean 
independientes de su actividad enzimática (Pietrella y col., 2010) y sugieren que la 
proteína ASP1, independientemente de su actividad proteolítica, puede ser reconocida 
por la planta como una proteína efectora, si bien por su actividad enzimática también 
podría generar la producción de DAMPs, incrementando así la amplitud de las 
defensas de la planta. La capacidad de las especies de Trichoderma para inducir la 
activación de mecanismos de defensa en plantas, independientemente de su actividad 
enzimática, ha sido ampliamente documentada (Elad, 2000; Martínez y col., 2001; 
Rotblat y col., 2002; Djonović y col., 2006). No osbtante, se debe considerar que el uso 
de concentrados proteicos de sobrenadantes de cultivo para el análisis funcional de 
ASP1, en lugar de la proteína purificada, implica la presencia de otras proteínas que 
podrían enmascarar el efecto real de ASP1 sobre las plantas (aunque los concentrados 
proteicos se obtuvieron tras el cultivo de las cepas de Trichoderma en medio rico, donde 
la producción de proteínas extracelulares es mucho menor como consecuencia de la 
represión catabólica). De hecho, en el perfil electroforético de los concentrados 
proteicos de la cepa silvestre y de las cepas de sobreexpresión se observó una banda 
intensa de bajo peso molecular (~12,6 kDa) que podría corresponder a la ortóloga de la 
ceratoplatanina Sm1/Epl1 de T. virens/T. atroviride (Seidl y col., 2006). En este 
sentido, la acumulación de fitoalexinas inducida por las proteínas secretadas por la cepa 
silvestre, así como la fitotoxicidad de las mismas, también podría atribuirse al efecto de 
Sm1/Epl1 (Djonović y col., 2006). Por otro lado, no se puede descartar que la actividad 
proteolítica de la proteína ASP1 en las cepas de sobreexpresión haya alterado el 
contenido proteico de los sobrenadantes por degradación de otras proteínas. 
Finalmente, los resultados de los ensayos de inducción de respuestas de defensa 
en plántulas de pepino indicaron que la cepa T. harzianum CECT 2413 es capaz de 
inducir a nivel sistémico la expresión de los genes PR2, PR3 y pal1 asociados a la 
respuesta de defensa dependiente de SA pero no la de genes asociados a la respuesta 
dependiente de JA/ET, y que la sobreexpresión de ASP1 no contribuye en este efecto, 
por lo que ASP1 parece estar implicada en la inducción de respuestas de defensa a nivel 
local, pero no a nivel sistémico. En todo caso, es mucho lo que nos falta por conocer 
sobre las peptidasas de Trichoderma, sobre sus interacciones y sobre su papel en 
biocontrol y colonización de sustratos, además de su función, como proteínas o como 
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 Conclusiones 
1. El microarray de alta densidad de oligonucleotidos diseñado en esta Tesis para 
realizar estudios de expresión génica en especies del género Trichoderma 
(“Trichochip”) ha demostrado ser útil en la detección de genes expresados 
diferencialmente en T. harzianum CECT 2413 cultivado en distintas 
condiciones de crecimiento. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el 
potencial de esta herramienta para el análisis de respuestas transcriptómicas en 
esta y otras especies del género representadas en dicho microarray. 
2. Los datos globales de expresión generados utilizando el “Trichochip” revelan 
que el crecimiento de T. harzianum CECT 2413 en presencia de glucosa supone 
mayores cambios en su perfil transcripcional -en comparación con la condición 
de referencia (medio mínimo)-, que el crecimiento en contacto con raíces de 
plantas de tomate, y este, a su vez, mayores que el crecimiento en presencia de 
quitina como única fuente de carbono. Estas respuestas están en consonancia 
con la disponibilidad de nutrientes en cada una de las tres condiciones. 
3. El análisis del perfil transcripcional diferencial de T. harzianum CECT 2413 en 
las primeras horas de contacto con raíces de plantas de tomate ha permitido 
identificar 47 genes con expresión aumentada en esta condición. Muchos de 
estos genes están implicados en actividades anabólicas y catabólicas en otros 
organismos, lo cual refleja un proceso de adaptación del hongo al nicho 
rizosférico. 
4. La expresión del gen qid74 en las primeras horas de interacción de T. 
harzianum CECT 2413 con plantas de tomate es inducida, probablemente, por 
la pared celular vegetal. 
5. Los ensayos realizados con las cepas QID74T1 y QID74T2 de T. harzianum, 
que sobreexpresan el gen qid74, y las cepas QID74∆1 y QID74∆2, disruptantes 
en dicho gen, muestran que la proteína de pared celular QID74 no es 
determinante del carácter hidrofóbico del micelio de este hongo, ni tampoco de 
su competencia rizosférica. 
6. La capacidad de las cepas QID74T1 y QID74T2 de T. harzianum, que 
sobreexpresan el gen qid74, para modificar la arquitectura del sistema radical en 
plántulas de tomate y pepino, promoviendo la elongación de raíces secundarias 
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y la proliferación de pelos radicales, respectivamente, explica la mayor 
captación de nutrientes y el mayor crecimiento de las plantas tratadas con estas 
cepas en ensayos de invernadero. 
7. La expresión del gen asp1 en las primeras horas de interacción de T. harzianum 
CECT 2413 con plantas de tomate es inducida, probablemente, como 
consecuencia del reconocimiento por parte del hongo de un sustrato 
potencialmente colonizable. 
8. Los ensayos de enfrentamiento del hongo fitopatógeno R. solani con las cepas 
ASP1T1 y ASP1T2 de T. harzianum, que sobreexpresan gen asp1, y las cepas 
ASP1Sil1 y ASP1Sil2, que silencian dicho gen asp1, demuestran que la aspartil-
peptidasa ASP1 tiene un papel relevante en la respuesta antagonista que T. 
harzianum CECT 2413 despliega frente a este patógeno. 
9. La inducción por parte de la proteína ASP1 de respuestas de defensa a nivel 
local, observadas en hojas cotiledonares de plántulas de pepino, y la mayor 
capacidad de la cepa ASP1Sil2 de T. harzianum, que silencia el gen asp1, para 
colonizar el tejido vegetal sugieren que la proteína ASP1 secretada por T. 
harzianum CECT 2413 provoca en la planta respuestas de defensa dirigidas a 
limitar la colonización del tejido vegetal por parte del hongo durante el 
establecimiento de la asociación simbiótica con la planta. 
10. La aplicación de germínulas de la cepa T. harzianum CECT 2413 en plántulas 
de pepino, a nivel de la raíz, activa una respuesta de defensa sistémica en las 
plántulas que se evidencia por la expresión, en hojas cotiledonares, de genes 
asociados con la ruta de señalizacion dependiente de SA. La sobreexpresión del 
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 Materiales y Métodos 
1. MICROORGANISMOS: CEPAS, MANTENIMIENTO Y CONSERVACIÓN
        
1.1. Escherichia coli 
Para los trabajos de clonación molecular se utilizó la cepa DH5α de Escherichia coli 
(Hanahan, 1983). El mantenimiento de E. coli en el laboratorio se realizó mediante resiembras 
periódicas en placas Petri con medio LB. Los cultivos bacterianos se conservaron a 4ºC en placas 
selladas con Parafilm® durante periodos inferiores a un mes. Para su conservación a largo plazo, se 
prepararon suspensiones bacterianas en glicerol estéril al 15% (v/v) y se guardaron a -80ºC.  
 
1.2. Hongos filamentosos y oomicetos  
En las Tablas 3 y 4 se detallan, respectivamente, las diferentes cepas silvestres y 
transformantes de Trichoderma spp. utilizadas en este trabajo. En la Tabla 5, se indican las cepas de 
hongos y oomicetos fitopatógenos empleadas. El mantenimiento de las cepas en el laboratorio se 
realizó mediante resiembras periódicas en placas Petri con medio PDA, depositando en el centro de 
la placa un cilindro de agar procedente de cultivos anteriores. Los cultivos se conservaron a 4ºC en 
placas selladas con Parafilm® durante periodos inferiores a un mes. Para su conservación a largo 
plazo, se prepararon suspensiones de esporas (recogidas como se describe en el apartado 4.1) en 
glicerol estéril al 15% (v/v) y se guardaron a -80ºC. En el caso de P. ultimum y  R. solani, la 
conservación a largo plazo se realizó guardando cilindros de agar con micelio en agua destilada 
estéril a temperatura ambiente. 
 
 
Tabla 3. Cepas de Trichoderma spp. utilizadas en este trabajo. 
      ESPECIE    CEPA* NOMBRE ORIGEN              FUENTE  
  T. aggressivum CBS 100525 TH2 Reino Unido Abono de champiñón  
  T. asperellum IMI 20268 T53 España Suelo  
  T. atroviride ATCC 74058 TP1 EE.UU Virutas de madera  
  T. atroviride IMI 352941 T11 Francia Suelo  
  T. harzianum  ATCC 20847 T22 EE.UU Fusión de protoplastos  
  T. harzianum  CECT 2413 T34 EE.UU Suelo  
  T. harzianum  ATCC 204438 T3K Suecia Musgo de turbera  
  T. harzianum  UNINA 96 TA6 Italia -  
  T. longibrachiatum NBT 52 T52 Eslovaquia Planta de tratamiento de agua  
  T. reesei ATCC 13631 QM6a Islas Solomón Lona de algodón  
  T. stromaticum CBS 101875 TST Brasil Retamas muertas de cacao  
  T. virens NBT 59 T59 España Suelo tratado con quitosano  
  T. viride NBT 78 T78 España Cáscara de naranja  
  
   * CECT, Colección Española de Cultivos Tipo, Burjassot, Valencia, España.; NBT, NewBiotechnic S.A., 
Sevilla, España; ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD, EE.UU; CBS, Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Baarn, Paises Bajos; IMI, International Mycological Institute, CABI Bioscience, 
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Tabla 4. Cepas transformantes y disruptantes de T. harzianum CECT 2413.  
          CEPA           CARACTERÍSTICAS  PROCEDENCIA 
   ASP1T1 Expresión constitutiva del gen asp1     Este trabajo 
   ASP1T2 Expresión constitutiva del gen asp1     Este trabajo 
   ASP1Sil1 Silenciamiento del gen asp1      Este trabajo 
   ASP1Sil2 Silenciamiento del gen asp1      Este trabajo 
   QID74T1 Expresión constitutiva del gen qid74     Rosado y col. (2007) 
   QID74T2 Expresión constitutiva del gen qid74     Rosado y col. (2007) 
   QID74∆1 Deleción del gen qid74     Rosado y col. (2007) 
   QID74∆2 Deleción del gen qid74     Rosado y col. (2007) 
   GFP/WT Expresión constitutiva del gen gfp      Este trabajo 
   GFP/QID74Ta Expresión constitutiva del gen gfp                                                     
Derivada de QID74T2 
Este trabajo
   GFP/QID74Tb Expresión constitutiva del gen gfp                                                                                              
Derivada de QID74T2 
Este trabajo
   GFP/QID74∆a Expresión constitutiva del gen gfp                                             
Derivada de QID74∆2 
Este trabajo
   GFP/QID74∆b Expresión constitutiva del gen gfp                                                    
Derivada de QID74∆2 
Este trabajo
 
* Las cepas QID74T1, QID74T2, QID74∆1 y QID74∆2 fueron proporcionadas por el grupo de la 





Tabla 5. Cepas de hongos/oomicetos fitopatógenos utilizadas en este trabajo. 
         ESPECIE     CEPA*     ORIGEN                 FUENTE  
     
   Botrytis cinerea B05.10 Alemania Derivada de la estirpe SAS56 
   Colletotrichum acutatum IMI 364856 España Plantas de fresa 
 
 Pythium ultimum UNINA 8 Italia Plantas de tomate  
   Rhizoctonia solani UNINA 19 Italia Plantas de tomate  
 
* La cepa de B. cinerea fue proporcionada por el Dr. Ernesto Pérez Benito (Universidad de Salamanca). 
Las cepas de P. ultimum y R. solani fueron proporcionadas por el Dr. Matteo Lorito (Universidad 
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2. PLANTAS: VARIEDADES Y CONDICIONES GENERALES DE CRECIMIENTO
       
La variedad y procedencia de las plantas de tomate y de pepino utilizadas en este trabajo se 
recogen en la Tabla 6. La germinación de semillas y el crecimiento de las plantas se llevaron a cabo en 
cámara de cultivo (fitotrón) o en invernadero, en ambos casos bajo condiciones controladas de 
temperatura, luz y humedad (22-25ºC, fotoperiodo de 16 h de luz y 75% de humedad relativa). 
 
 
Tabla 6. Variedades de plantas de tomate y pepino utilizadas en este trabajo. 
ESPECIE    VARIEDAD                      PROCEDENCIA 
Tomate     
 




Ramiro Arnedo S.A. (Calahorra, La Rioja, 
España) 
 Marmande tipo Raf 
 
Semillas Batlle S.A. (Molins de Rei, Barcelona, 
España) 
Pepino     
  Cucumis sativus L. Kfir Gedera Seeds Co. (Gedera, Israel) 
 Marketmore 70 
 





3. MEDIOS DE CULTIVO   
Todos los medios de cultivo utilizados se esterilizaron en autoclave a 120ºC y 1 atm de 
presión durante 20 min. Los medios sólidos para bacterias y hongos se prepararon con agar 
bacteriológico europeo (fuerza: 850 g/cm2), y los medios semisólidos para plantas con agar 
bacteriológico americano (fuerza: 680 g/cm2), ambos de Pronadisa. 
 
3.1. Medios de cultivo para bacterias 
 
Medio LB (Luria-Bertani): NaCl 10 g, bactotriptona 10 g, extracto de levadura 5 g, agua destilada 
c.s.p. 1 L. Ajustar el pH a 7,0 con NaOH 1 M. Agar 15 g (para LB sólido). Se utilizó como medio de 
rutina para el crecimiento de E. coli DH5α. Cuando fue necesario se adicionó ampicilina (100 
μg/mL). 
 
Medio SOC: Bactotriptona 20 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 0,5 g, KCl 0,19 g, agua destilada 
c.s.p. 1 L. Ajustar el pH a 7,0 con NaOH, autoclavar y añadir 5 mL de una solución 2 M de 
MgCl2·6H2O autoclavada y 20 mL de una solución 1 M de glucosa filtrada a esterilidad. Este medio 





- 144 - 
 
3.2. Medios de cultivo para hongos 
 
Medio Agar-Agua: Agar 25 g, agua destilada c.s.p. 1 L. Este medio se utilizó para la obtención de 
cultivos monospóricos de los transformantes de T. harzianum. 
 
Medio completo CM: Extracto de malta 5 g, extracto de levadura 5 g, glucosa 5 g, agua destilada 
c.s.p. 1 L. Se utilizó como medio líquido de crecimiento de T. harzianum para la posterior obtención 
de protoplastos. 
 
Medio sintético SM (Okon y col., 1973): Glucosa 15 g, MgSO4·7H2O 0,2 g, K2HPO4 0,6 g,  KCl 
0,15 g, NH4NO3 1 g, metales traza* 1 mL, agua destilada c.s.p. 1 L. Este medio se utilizó para 
obtener germínulas de T. harzianum. 
 
* Metales traza: FeSO4·7H2O 5 mg, MnSO4·H2O 6 mg, ZnSO4·H2O 4 mg, CoCl2 2 mg, 
agua destilada c.s.p. 1 L. Esterilizar en autoclave.  
 
Medio PDA (Potato Dextrose Agar): Preparado de Sigma 39 g, agua destilada c.s.p. 1 L. Se 
utilizó como medio sólido de rutina para el crecimiento de hongos. 
 
Medio PDA-tomate: Preparado de Sigma 39 g, hojas frescas de tomate licuadas al 25% (p/v), agua 
destilada c.s.p. 1 L. Se utilizó como medio sólido para el crecimiento y obtención de esporas de B. 
cinerea. 
 
Medio PDB (Potato Dextrose Broth): Preparado de Difco 24 g, agua destilada c.s.p. 1 L. Se 
utilizó como medio líquido de rutina para el crecimiento de hongos.  
 
Medio TSA-Sac (Triptic Soy Agar-Sacarosa): Preparado TSB (Triptic Soy Broth) de Merck 30 g, 
sacarosa 103 g, agar técnico Difco 15 g. Este medio se utilizó para la regeneración de protoplastos 
de T. harzianum. Cuando fue necesario se adicionó higromicina (300 μg/mL) o fleomicina (200 
μg/mL) para la selección de transformantes. 
 
Medio MM basal (Penttilä y col., 1987): KH2PO4 15 g, metales traza* 1 mL, agua destilada c.s.p. 
973,5 mL. Ajustar el pH a 5,5 con KOH 1M. Una vez esterilizado en autoclave añadir: (NH4)2SO4 
(250 mg/mL) 20 mL (esterilizado en autoclave), CaCl2 (1M) 4,1 mL (esterilizado por filtración), 
MgSO4·7H2O (1M) 2,4 mL (esterilizado en autoclave). Se utilizó como medio líquido para el 
crecimiento de Trichoderma spp.  
 
* Metales traza: FeSO4·7H2O 5 g, MnSO4·H2O 1,6 g, ZnSO4·7H2O 1,4 g, CoCl2·6H2O 
3,7 g, agua destilada c.s.p. 1 L. Esterilizar en autoclave. 
 
3.3. Medios de cultivo para plantas 
 
Medio MS basal (Murashige y Skoog, 1962): Sales MS* 4,9 g, agua destilada c.s.p. 1 L. Ajustar el 
pH a 5,7 con KOH 1M. Se utilizó en los ensayos de interacción Trichoderma-tomate realizados en 
medio líquido. Para los ensayos en medio semisólido se añadieron 10 g de sacarosa como fuente de 
carbono y 8 g de agar americano por litro de medio. 
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* Sales MS (Duchefa): Este preparado es una combinación de sales inorgánicas (micro y 
macronutrientes), vitaminas y tampón MES como estabilizador de pH. Su composición en 1 
L de medio es la siguiente: Microelementos, CoCl2·6H2O 0,025 mg, CuSO4·5H2O 0,025 mg, 
FeNaEDTA 36,70 mg, H3BO4 6,2 mg, KI 0,83 mg, MnSO4·H2O 16,90 mg, Na2MoO4·2H2O 
0,25 mg, ZnSO4·7H2O 8,60 mg; Macroelementos, CaCl2 332,02 mg, KH2PO4 170 mg, KNO3 
1900 mg, MgSO4 180,54 mg, (NH4)NO3 1650 mg; Vitaminas, glicina 2 mg, mio-Inositol 100 
mg, ácido nicotínico 0,5 mg, piridoxina-HCl 0,5 mg, tiamina-HCl 0,1 mg; Tampón, MES 
500 mg. 
 
Medio PGM (Plant growth medium) (Yedidia y col., 1999): MgSO4 0,24 g, K2HPO4 0,04 g, 
K2SO4 0,17 g, CaSO4·H2O 0,344 g, NH4NO3 0,64 g, metales traza* 1 mL, agua destilada c.s.p. 1 L. 
Ajustar el pH a 5,5 con KOH 1M. Este medio se utilizó para el cultivo de plantas de pepino en 
medio líquido. 
 
* Metales traza: FeCl3 50 mg, KCl 728 mg, H3BO3 1.546 mg, MnSO4·H2O 846 mg, 
ZnSO4·7H2O 375 mg, CuSO4·5H2O 125 mg, H2MoO4 81 mg, CoCl2·6H2O 1 mg, agua 
destilada c.s.p. 1 L. Esterilizar en autoclave. 
 
 
4. TÉCNICAS GENERALES DE MANIPULACIÓN DE HONGOS FILAMENTOSOS 
4.1. Obtención de esporas fúngicas 
Para la obtención de esporas de T. harzianum se inocularon placas Petri con medio PDA 
depositando en el centro de las mismas un cilindro de agar procedente de un cultivo anterior. Las 
placas se incubaron a 28ºC durante aproximadamente 5-7 días para permitir la esporulación del 
hongo. Posteriormente, se añadieron 5 mL de agua destilada estéril y se procedió a raspar la 
superficie de la placa con la punta de una micropipeta. Los restos de micelio se eliminaron por 
filtración a través de lana de vidrio en un tubo de microcentrífuga con el fondo agujereado. 
Alternativamente, las suspensiones de esporas se obtuvieron por agitación de la placa en presencia 
de 5 mL de agua destilada estéril y microesferas de vidrio estériles (3 mm de diámetro). Las esporas 
se almacenaron a 4ºC hasta su uso durante un periodo máximo de 7 días. El recuento de esporas se 
realizó en cámara Thoma a partir de una dilución 1:100 de la suspensión original. 
En el caso de B. cinerea el proceso de recogida de esporas fue similar al descrito 
anteriormente con la excepción de que el hongo se cultivó en medio PDA-tomate y las esporas se 
recogieron en una solución estéril de Tween® 20 al 0,005% (v/v) con la ayuda de un asa de 
Digralsky. A continuación, se filtraron normalmente a través de lana de vidrio. Finalmente, se 
centrifugaron a 200 g durante 10 min y otras dos veces más a 100 g durante 10 min para la 
eliminación de microconidios. 
 
4.2. Cultivos monospóricos de T. harzianum 
A partir de un cultivo de T. harzianum crecido y esporulado en placas Petri con medio 
PDA, se recogió una pequeña cantidad de esporas con un asa de siembra, se resuspendió en 500 μL 
de una solución estéril de Tween® 20 al 0,2% (v/v) y se agitó con ayuda de un vortex. 
Posteriormente, con el fin de obtener esporas aisladas, estas se sembraron en estría en placas con 
medio Agar-Agua según se muestra en la Figura 46. Las placas se incubaron durante 
aproximadamente 8 h a 25ºC, tiempo suficiente para que las esporas empiecen a germinar. A 
continuación, con ayuda de un estereomicroscopio (50x) se localizaron esporas aisladas, se 
recogieron con una aguja estéril y se sembraron en placas con medio PDA.  
 
 








Figura 46. Esquema representativo de la 
siembra en estría de esporas de T. harzianum 





4.3. Obtención de germínulas de T. harzianum 
Para la obtención de germínulas de T. harzianum (esporas que solo han formado el tubo 
germinativo), se inocularon 50 mL de medio SM con esporas (obtenidas según se describió en el 
apartado 4.1) a una concentración final de 1x107 esporas/mL en matraces de 250 mL. Para permitir 
la germinación de las esporas los matraces se incubaron a 28°C durante 15 h en agitación (150 
rpm). Las germínulas se separaron del medio de cultivo mediante centrifugación a 10.000 g durante 
5 min y se lavaron dos veces con agua destilada estéril. Se prepararon suspensiones de 2,5x107 
germínulas/mL en agua destilada estéril, que se utilizaron inmediatamente para los ensayos 
correspondientes. 
 
4.4. Cultivos de T. harzianum para la extracción de ADN  
Se inocularon 100 mL de medio PDB con esporas de T. harzianum (obtenidas según se 
describió en el apartado 4.1) a una concentración final de 1x106 esporas/mL en matraces de 250 
mL, y se incubaron a 28ºC durante 48 h en agitación (150 rpm). Transcurrido este tiempo, se 
recogió la biomasa obtenida mediante filtración a vacío a través de discos de papel de filtro y se lavó 
el micelio dos veces con agua destilada estéril para eliminar los restos del medio de cultivo. Se 
congeló en nitrógeno líquido y se liofilizó durante aproximadamente 12 h en un liofilizador Virtis® 
Advantage (SP Scientific). La pastilla de micelio obtenida se conservó a -20ºC hasta su utilización. 
 
4.5. Cultivos de T. harzianum para la extracción de ARN 
Estos cultivos se realizaron en dos etapas. En la primera etapa (producción de biomasa) se 
inocularon 100 mL de medio MM suplementado con glucosa al 2% (p/v) con esporas de T. 
harzianum (obtenidas según se describió en el apartado 4.1) a una concentración final de 1x105 
esporas/mL en matraces de 250 mL. Los cultivos se incubaron a 28ºC durante 48 h en agitación 
(150 rpm). Transcurrido este tiempo, el micelio se filtró a vacío a través de papel de filtro en 
condiciones de esterilidad y se lavó dos veces con agua destilada estéril para eliminar los restos del 
medio de cultivo. En la segunda etapa, la pastilla de micelio obtenida se transfirió a los medios de 
cultivo definitivos. Estos cultivos se realizaron en medio líquido MM, MS o PGM, bien en su forma 
basal o suplementados con la fuente de carbono deseada. Los cultivos definitivos se incubaron en las 
mismas condiciones que los precultivos durante un tiempo variable, entre 4 y 48 h. Finalmente, el 
micelio se recogió mediante filtración y se lavó dos veces con agua destilada estéril. 
Inmediatamente se congeló en nitrógeno líquido y se liofilizó durante aproximadamente 12 h en un 
liofilizador Virtis® Advantage (SP Scientific). La pastilla de micelio obtenida se conservó a -20ºC 
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4.6. Cultivos de T. harzianum para la obtención de proteínas extracelulares  
Los cultivos de T. harzianum para la obtención de proteínas extracelulares se realizaron en 
dos etapas tal y como se indicó en el apartado anterior, pero en este caso se recogió el sobrenadante 
después de haber retirado el micelio por filtración. Los sobrenadantes se mantuvieron a -20ºC hasta 
su utilización para la precipitación y diálisis de proteínas (apartado 8.1). 
 
4.7. Obtención de paredes celulares fúngicas 
  La obtención de paredes celulares fúngicas se llevó a cabo a partir de micelio crecido en 
medio líquido PDB durante aproximadamente 7 días, tomando como referencia el método descrito 
por Fleet y Phaff (1974): 
 
1. Autoclavar el medio de cultivo con el micelio y centrifugarlo a 12.000 g durante 10 
min. Eliminar el sobrenadante. 
2. Lavar el precipitado dos veces con agua destilada y recoger la biomasa 
centrifugando en las mismas condiciones. Eliminar el sobrenadante. 
3. Resuspender la biomasa en NaCl al 2% (p/v) y centrifugar en las mismas 
condiciones que el paso anterior. Eliminar el sobrenadante.  
4. Lavar el precipitado dos veces más con NaCl al 2% (p/v) y otras dos veces con 
agua destilada centrifugando cada vez. 
5. Secar el precipitado prensándolo entre papeles de filtro. 
6. Congelar y liofilizar.  
7. Pulverizar en un mortero en presencia de nitrógeno líquido. Mantener a 
temperatura ambiente hasta su utilización. 
 
5. TÉCNICAS GENERALES DE MANIPULACIÓN DE PLANTAS  
 
5.1. Esterilización superficial de semillas 
Las semillas se esterilizaron superficialmente con etanol al 70% (v/v) mediante agitación 
en vortex durante 10 min en el caso de tomate o durante 2 min en el caso de pepino. En ambos casos 
el proceso se repitió utilizando una solución de lejía al 50% (v/v). Finalmente, las semillas se 
lavaron tres veces con agua destilada estéril y se retiró el exceso de humedad colocándolas entre 
papeles de filtro esterilizados. 
 
5.2. Cultivo de plantas en turba 
Las semillas esterilizadas superficialmente o pildoradas (apartado 10.5.1) se sembraron en 
bandejas con alvéolos conteniendo una mezcla de turba estéril* y vermiculita (3:1), y se incubaron 
en fitotrón o en invernadero bajo condiciones controladas de crecimiento (22-25ºC, 16 h de luz y 
75% de humedad relativa). Las plantas se regaron diariamente con agua y en algunos ensayos se 
regó semanalmente con solución nutritiva Hoagland** para asegurar la disponibilidad de 
nutrientes. 
 
* Esterilización de turba: La turba se esterilizó tres veces consecutivas  en autoclave a 
120ºC y 1 atm de presión durante 1 h dentro de bolsas de plástico. Entre cada 
autoclavado, la turba se mantuvo dentro de la bolsa durante 24 h a temperatura ambiente 
y se removió vigorosamente antes de la siguiente ronda de esterilización.  
 
** Solución Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950): Esta solución nutritiva es una 
combinación de sales inorgánicas. Se preparan las siguientes soluciones stock de 
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macronutrientes por separado: KNO3 101,1 g/L, Ca(NO3)2·4H2O 236,16 g/L, NH4H2PO4 
115,08 g/L y MgSO4·7H2O 246,49 g/L; una solución stock de micronutrientes compuesta 
por: KCl 1,846 g/L, H3BO3 0,773 g/L, MnSO4·H2O 0,169 g/L, ZnSO4 0,288 g/L, 
CuSO4·5H2O 0,062 g/L y H2MoO4 0,04 g/L; una solución stock Fe-EDTA compuesta por: 
FeCl3·6H2O 0,484 g/L y EDTA 1,5 g/L. Al momento de usar se mezclan las siguientes 
cantidades de soluciones stock autoclavadas para 1 L de solución de trabajo: KNO3 6 mL, 
Ca(NO3)2·4H2O 4 mL, NH4H2PO4 2 mL, MgSO4·7H2O 16,90 1 mL, solución de 
micronutrientes 2 mL y Fe-EDTA, 1 mL. Tanto las soluciones stock como las soluciones 
de trabajo se preparan con agua destilada. 
 
5.3. Cultivo de plantas de tomate en medio semisólido MS 
Las semillas de tomate esterilizadas superficialmente se sembraron en medio MS 0,2x 
semisólido en placas Petri de 14 cm de diámetro. En cada placa se depositaron un máximo de 6 
semillas (Figura 47A). Con el fin de permitir el crecimiento de las raíces en el agar y evitar el 
crecimiento aéreo de los hipocótilos las placas (selladas con cinta quirúrgica) se incubaron 
verticalmente en un ángulo de 90º. 
Las semillas de tomate pildoradas (apartado 10.5.1) se sembraron en medio MS 0,2x 
semisólido (50 mL) en cajas autoclavables (Magenta® GA-7, Sigma) (Figura 47B). En cada caja se 
depositaron un máximo de 16 semillas. Las placas y las cajas se incubaron en fitotrón bajo 











Figura 47. Sistemas de cultivo de plántulas de tomate en medio semisólido (MS 0,2x). A: 
Germinación de semillas en placas Petri de 14 cm de diámetro. B: Germinación de semillas en 
cajas Magenta® GA-7 (Sigma). 
 
5.4. Cultivo de plantas de pepino en medio líquido PGM: cultivos hidropónicos  
Los cultivos hidropónicos se realizaron tomando como referencia el sistema de crecimiento 
descrito por Yedidia y col. (1999). Para ello, se utilizaron cajas PhytatrayTM II (Sigma) o 
alternativamente cajas Magenta® GA-7 (Sigma), conteniendo 100 mL de medio PGM. Dentro de 
cada caja se depositaron un máximo de 20 semillas de pepino, esterilizadas superficialmente, sobre 
una rejilla metálica cubierta con gasa estéril a modo de soporte, de tal manera que quedaran a una 
distancia de 1,5 cm desde la superficie del medio (Figura 48). Las cajas se incubaron en agitación 
suave dentro de un fitotrón bajo condiciones controladas de crecimiento (25ºC, 16 h de luz y 75 % 
de humedad relativa). 
A B
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Figura 48. Sistema hidropónico de crecimiento de plántulas en cajas PhytatrayTM II (Sigma). A 
y B: Semillas de pepino recién colocadas sobre una rejilla metálica cubierta con gasa estéril a 
1,5 cm de la superficie del medio (100 mL de medio PGM). C: Plántulas de pepino después de 7 




5.5. Obtención de paredes celulares vegetales 
  La obtención de paredes celulares vegetales se llevó a cabo siguiendo el mismo 
procedimiento descrito para la obtención de paredes celulares fúngicas (apartado 4.7), partiendo en 
este caso de raíces pulverizadas de plantas de pepino o tomate en lugar de micelio autoclavado. 
 
6. TÉCNICAS GENERALES DE MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS  
 
6.1.       Vectores de clonación 
Las características más relevantes de los vectores plasmídicos utilizados en este trabajo se 
recogen en la Tabla 7 y se muestran en la Figura 49. 
 
6.2.       Oligonucleótidos 
La secuencia y características de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se detallan 
en la Tabla 8. Todos fueron sintetizados por las casas comerciales Isogen Life Science, Thermo 
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Tabla 7. Vectores plasmídicos utilizados en este trabajo. 
PLÁSMIDO          CARACTERÍSTICAS UTILIDAD REFERENCIA 
 
pAN52-1                
5.721 pb 
 
Derivado del vector pUC18, incluye el 
promotor del gen gpdA (gliceraldehído 
3-fosfato deshidrogenasa) y el 
terminador del gen trpC (polipéptido 
trifuncional que cataliza tres pasos de la 
biosíntesis de triptófano a partir de 
corismato), ambos de Aspergillus nidulans 
 
Clonación del gen asp1 
 
Punt  
y col.                                                           
(1987) 
 
pAN7-1                  
6.756 pb 
 
Derivado de pAN52-1 tras la inserción 
del gen hph (higromicina B 
fosfotransferasa) de E. coli, que confiere 
resistencia a higromicina en hongos 
filamentosos 
 
Cotransformación de T. 
harzianum CECT 2413 como 
plásmido portador del gen 







Easy              
3.015 pb 
 
Presenta un sitio de clonación múltiple 
dentro de la región codificante del 
péptido α de la enzima β-galactosidasa 
de E. coli (lacZ), lo que permite la 
identificación de clones recombinantes 
por color 
 
Clonación de productos de 
PCR generados por 
polimerasas que añaden 
adenosinas en los extremos 3’ 
del ADN que sintetizan. Se 
utilizó en pasos intermedios 
del proceso de obtención de las 
construcciones para la 
transformación de T. 




pJL43b1                 
4.488 pb 
 
Incluye un casete de expresión del gen 
ble de Streptoalloteichus hindustanus, que 
confiere resistencia a fleomicina, bajo el 
control del promotor del gen gpdA 
(gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa) 
y el terminador del gen cyc1 (citocromo 
oxidasa 1) de Saccharomyces cerevisiae  
 
Preparación de la construcción 
para la expresión constitutiva 







pSIL                       
5.280 pb 
 
Construido mediante la clonación 
sucesiva de diferentes fragmentos en el 
vector pBluescript® SK(+) (Stratagene). 
Incluye el promotor del gen ta de T. 
harzianum CECT 2413, un fragmento 
de 159 pb de uno de los intrones de la 
secuencia genómica de la misma cepa y 
el terminador del gen cbh2 
(celobiohidrolasa 2) de T. reesei 
 
Preparación de la construcción 
para el silenciamiento de la 
expresión del gen asp1 en T. 





pZEGA 1          
5.221 pb 
 
Derivado de pRLMex30 (Mach y col., 
1994), presenta una versión sintética 
del gen gfp (green fluorescent protein) de 
Aequorea victoria bajo el dominio del 
promotor del gen pki1 (piruvato 
quinasa 1) y el terminador del gen 
cbh2 (celobiohidrolasa 2) de T. reesei 
 
Obtención de cepas de T. 
harzianum CECT 2413 que 
expresan el gen reportero gfp 
 
Zeilinger 
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Tabla 8. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 
 NOMBRE                SECUENCIA (5’ → 3’) *             UTILIDAD 
    SITIO DE 
      UNIÓN 
 
 
   
 T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA Secuenciación y amplificación de 
insertos por PCR en Uni-Zap XR 
 
PT3 
 T7 GTAATACGACTCACTATAGGGG Secuenciación y amplificación de 




 SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAATAC Secuenciación y amplificación de 
insertos en PGEM-T 
 
PSP6 
 6281Nf TATATACCATGGTTATGCTCTTCTCCTCTATTG 
                    NcoI 
Clonación de la ORF de asp1 en 
PAN52-1 
 
asp1 (extremo 5’)                                
 6281Nr TATATACCATGGTTAAGCGGCGGTAGCAAAGC 
                       NcoI 
Clonación de la ORF de asp1 en 
PAN52-1 
 
asp1 (extremo 3’)                                
 6281Fv CTCTTCTCCTCTATTGCCATT Comprobación de las construcciones 
y transformantes  
asp1 (extremo 5’) 
 6281Rv TTAAGCGGCGGTAGCAAAGC Comprobación de las construcciones 
y transformantes / Obtención de 
sondas para análisis tipo Northern 
 
asp1 (extremo 3’) 
 pAN52-gpdH-5’ TATATAAAGCTTCCTTGTATCTCTACAC 
                         HindIII 
Subclonación de PgpdA:asp1 en 
pJL43b1 / Comprobación de las 
construcciones y transformantes 
 
PgpdA (extremo 5’)                    
 pAN52-trpH-3’ TATATAAAGCTTGGAGATGTGGAGTGGG 
                      HindIII 
Subclonación de PgpdA:asp1 en 
pJL43b1 / Comprobación de las 
construcciones y transformantes 
 
TtrpC (extremo 3’)                         
 pSIL6281-I CGCTCGAG TCTAGATGGGACCTCATCGTCGAC 
          XhoI            XbaI 
Clonación de un fragmento de asp1 en 
pSIL 
 
asp1 (interno)                                      
 pSIL6281-IR CGGAATTC GGATCCCAACTCGCCGTTGGTGTC 
         EcoRI         BamHI 
Clonación de un fragmento de asp1 en 
pSIL 
 
asp1 (interno)                                      
 pSIL6281-f1 TAAATCCTGGGACCTCATCGTCGAC Obtención de sondas para análisis 
tipo Southern y Northern 
asp1 (interno) 
 pSIL6281-r1 CGGGATCCCAACTCGCCGTTGG 
        BamHI 
Obtención de sondas para análisis 
tipo Southern y Northern 
asp1 (interno)                                         
 pSIL6281-f2 TATAGCCTCGAGGACCTCATCGTCGAC 
                       XhoI 
Clonación de un fragmento de asp1 en 
pSIL 
 
asp1 (interno)                                      
 pSIL6281-r2 CGGAATTCCAACTCGCCGTTGGT 
         EcoRI 
Clonación de un fragmento de asp1 en 
pSIL 
 
asp1 (interno)                                         
 gpd5SacF GAGCTCTGTACAGTGACCGGT 
    SacI 
Comprobación de las construcciones 
y transformantes 
 
PgpdA (interno)                                




 gpd3F ATCTTCAGTATATTCATCTTCCCATC Comprobación de las construcciones 
y transformantes 
 
PgpdA (extremo 3’) 
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Tabla 8. Continuación. 
        NOMBRE          SECUENCIA (5’ → 3’)           UTILIDAD 
  SITIO DE         
UNIÓN 
    
          2088IR GATGGAACCTTGGCTGTAGAG Comprobación de las construcciones y   
transformantes / Obtención de sondas 
para análisis tipo Northern 
asp1 (interno) 
  2088IR2a GATCTTGTTGATGCGTGCCTG 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes 
asp1 (interno) 
  Int F GTGCTAATCGTGTTATGCACAG 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                            
Intrón de pSIL 
  Int R CTGTGCATAACACGATTAGCAC 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                                                                 
Intrón de pSIL 
  psil-Prom GATGCACTGCAGTCCACATTG 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                                                                 
Pta (extremo 3’) 
  psil-Ter GAGCTCAACCCAAAGGAGGG 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                                                                 
Tcbh2 (interno) 
  psil-Term 1 GTTGCTCATTTGCGGTCTACC 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes / Obtención de sondas 
para análisis tipo Southern                                                                                                             
Tcbh2 (extremo 5’) 
  TADIR2 TGACCACTTCGCTGCCTATC 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                                                                 
Pta (extremo 5’) 
  TADIR3 GATGTCAAGGGCGCAACTAGA 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                                                                 
Pta (interno) 
  FUP GTTGTAAAACGACGGCCAGT 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                                                                 
pSIL y pZEGA 1  
(de pUC19) 
  RUP AGGAAACAGCTATGACCATG 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes                                                                                                                 
pSIL y pZEGA 1  
(de pUC19) 
  pptUP CTGACTCGTGAGCCTCACCTGCTG 
 
Comprobación de las construcciones y 
transformantes / Obtención de sondas 
para análisis tipo Southern                                                                                                      
Ppki1 (extremo 3’) 
  Q74F CAAGCAATGTGTCCCCGACTG 
 
Obtención de sondas para análisis tipo 
Northern 
qid74 (interno) 
  Q74R CCTGCTTGTTGCACACGCACTTC 
 
Obtención de sondas para análisis tipo 
Northern 
qid74 (interno) 
  18S-u CCGCGAAACTGCGAATGGC 
 
Obtención de sondas para análisis tipo 
Northern 
ARNr 18S  
  18S-r CTTGTTACGACTTTTACTTCCTC 
 
Obtención de sondas para análisis tipo 
Northern 
ARNr 18S  
  CS-Factin CGTGCTGGATTCTGGTGATGG 
 
Normalización de carga (gen de pepino) act 
  CS-Ractin TCTGGGCAACGGAATCTCTCA 
 
Normalización de carga (gen de pepino) act 
    
  CHIT1 F  TGGTCACTGCAACCCTGACA 
 
Expresión de genes de defensa en  
pepino 
chit1  
  CHIT1 R AGTGGCCTGGAATCCGACT 
 







































Tabla 8. Continuación. 
NOMBRE               SECUENCIA (5’ → 3’)                UTILIDAD 
  SITIO DE   
UNIÓN 
 ETR F       GCCATTGTTGCAAAAGCAGA 
 
  Expresión de genes de defensa en 
  pepino 
etr 
 ETR R       GCCCAAGACCACTGCCACA 
 
  Expresión de genes de defensa en  




          bGLC F       TGGAGAAGAATGGTGGAGG                 
    Expresión de genes de defensa en 
    pepino 
β-gluc 
        bGLC R CTCATCAGACATAGCAAACAC 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
β-gluc 
        PAL1 F ATGGAGGCAACTTCCAAGGA 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
pal1 
        PAL1 R CCATGGCAATCTCAGCACCT 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
pal1 
        HPL F TCTCGCCATGACAGGTTCATC 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
hpl 
        HPL R GAACATTCCAGGTCCATCAGC 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
hpl 
        LOX F AAGGTTTGCCTGTCCCAAGA 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
lox 
        LOX R TGAGTACTGGATTAACTCCAGCCAA 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
lox 
        PRX F AGAGCAACAAGGTCGGTTTCA 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
prx 
        PRX R GTGCCGACATCCTAGCTCAAG 
 
Expresión de genes de defensa en 
pepino 
prx 
        Q2413f TGGCGTTGAATTGAGTTTGTGT 
 
Cuantificación de T. harzianum 
CECT 2413 "in planta" 
Marcador SCAR  
        Q2413r CCCTCCGTATGGGTTTTAAGGT 
 
Cuantificación de T. harzianum 
CECT 2413 "in planta" 
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6.3.       Extracción de ADN plasmídico de E. coli 
 
6.3.1. A pequeña escala: "boiling minipreps" 
Este método de extracción se empleó para la obtención rutinaria de ADN plasmídico de E. 
coli (Sambrook y Russell, 2001): 
 
1. Inocular 3 mL de medio LB, con el antibiótico apropiado, con una colonia de E. coli. 
2. Incubar a 37ºC y 200 rpm durante la noche (16 h aproximadamente). 
3. Recoger 700 μL de células mediante centrifugación a 10.000 g durante 2 min. 
Descartar el sobrenadante. 
4. Resuspender las células en 110 μL de tampón STET-L. 
5. Incubar 30 seg a 100ºC. 
6. Centrifugar a 13.000 g durante 10 min. 
7. Retirar el precipitado con un palillo estéril impregnado en una solución de ARNasa 
a 10 mg/mL (ribonucleasa A). 
8. Precipitar el ADN plasmídico añadiendo 110 μL de isopropanol y mezclar por 
inversión. 
9. Centrifugar a 13.000 g durante 10 min y descartar el sobrenadante. 
10. Lavar el precipitado con etanol al 70% (v/v) y centrifugar a 13.000 g durante 5 min. 
11. Secar y resuspender el ADN en 30 μL de agua ultrapura estéril. 
 
Tampón STET: Tris-HCl 50 mM pH 8,0, sacarosa al 8% (p/v), EDTA 50 mM, Triton 
X-100 al 5% (v/v). 
Tampón STET-L: Añadir 10 μL de una solución de lisozima (10 mg/mL) por cada 1.400 
μL de tampón STET. Prepararla al momento de usar. 
 
6.3.2. Lisis alcalina a pequeña escala 
Este método de extracción se utilizó cuando fue necesario obtener ADN de calidad óptima 
para la secuenciación automática. La extracción se llevó a cabo utilizando el kit comercial 
UltracleanTM 6 Minute Mini Plasmid Prep (Mo Bio), según las instrucciones del fabricante. El 
método consiste en una lisis alcalina de las células seguida de la purificación del ADN por afinidad a 
una resina. A partir de un cultivo de E. coli de 3 mL se consigue purificar hasta 20 μg de ADN 
plasmídico en un volumen final de 50 μL. 
 
6.3.3. Lisis alcalina a gran escala 
Este método de extracción se utilizó cuando fue necesario procesar volúmenes de cultivo 
bacteriano superiores a 50 mL con la finalidad de obtener gran cantidad de ADN de calidad óptima 
para la transformación de protoplastos de T. harzianum. La extracción se llevó a cabo utilizando el 
kit comercial NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel), según las instrucciones del fabricante. El 
método consiste en una lisis alcalina de las células seguida de la purificación del ADN basada en la 
afinidad por una resina de intercambio aniónico. A partir de un cultivo de E. coli de 50-100 mL se 
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6.4.        Extracción de ADN genómico 
 
6.4.1. Extracción rápida de ADN de Trichoderma spp. a pequeña escala  
Este método de extracción de ADN, tomado de van Zeijl y col. (1998), se utilizó para la 
obtención de ADN cuando fue necesario analizar simultáneamente un gran número de muestras 
fúngicas mediante PCR (apartado 6.11): 
 
1. Preparar en una microplaca estéril de 96 pocillos (con tapa) con 200 μL de medio 
PDB por pocillo.  
2. Inocular cada pocillo con esporas de Trichoderma spp. (obtenidas según se describió 
en el apartado 4.1), utilizando un palillo estéril.  
3. Incubar a 28ºC hasta conseguir un crecimiento algodonoso del micelio (40-45 h 
aproximadamente). 
4. Transferir con un palillo estéril el micelio a un tubo de microcentrífuga conteniendo 
50 μL de tampón KC y Novozyme 234 (InterSpex Products) (2,5 mg/mL). 
5. Incubar a 37ºC durante 60 min. 
6. Añadir 150 μL de tampón de dilución. 
7. Incubar a 95ºC durante 3 min. 
8. Colocar en hielo y dejar que los restos de micelio sedimenten durante 5 min. 
9. Utilizar 1 μL de este sobrenadante como material de partida para la reacción de 
PCR. Mantener a 4ºC. 
 
Tampón KC: KCl 0,8M, ácido cítrico 10mM pH 6,2. 
Tampón de dilución: Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 10 mM, EDTA 1mM. 
 
6.4.2. Extracción de ADN de Trichoderma spp. a gran escala 
Este método de extracción se empleó para la obtención de ADN de Trichoderma spp. 
en cantidad suficiente para llevar a cabo hibridaciones tipo Southern:  
 
1. Pulverizar el micelio (obtenido como se describió en el apartado 4.4) en un mortero 
con nitrógeno líquido. 
2. Homogeneizar cuidadosamente 0,2-0,4 g del tejido pulverizado con 4 mL de tampón 
de extracción atemperado a 65ºC, con la ayuda de una micropipeta con la punta 
cortada. 
3. Añadir 250 μL de SDS al 10% (p/v), mezclar por inversión e incubar a 65ºC durante 
30 min, agitando manualmente cada 10 min. 
4. Añadir 1,2 mL de acetato de potasio 3M pH 5,5 y mantener en hielo durante 30 min. 
Mover esporádicamente. 
5. Centrifugar a 18.000 g a 4ºC durante 10 min. 
6. Filtrar el sobrenadante a través de un embudo de papel de filtro humedecido con 
acetato potásico 3M pH 5,5. 
7. Añadir un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y mezclar por 
inversión. 
8. Centrifugar a 18.000 g a 4ºC durante 10 min y transferir la fase acuosa a un tubo 
nuevo. 
9. Repetir los pasos 7 y 8. 
10. Añadir un volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y mezclar por inversión. 
11. Transferir a un tubo de vidrio Corex® y precipitar el ADN mediante adición de 2,5 
volúmenes de etanol al 100% frío (-20ºC). Mantener a -80ºC durante 1 h. 
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12. Centrifugar a 13.000 g a 4ºC durante 20 min. Descartar el sobrenadante. 
13. Lavar con 4 mL de etanol al 70% (v/v) y repetir el paso anterior. 
14. Resuspender el precipitado en 700 μL de tampón TER e incubar a 37ºC durante 30 
min. 
15. Añadir un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y mezclar por 
inversión. 
16. Centrifugar a 13.000 g a 4ºC durante 5 min. 
17. Recoger la fase acuosa y precipitar mediante la adición lenta de un volumen de 
isopropanol. Mezclar por inversión y repetir el paso 16. Descartar el sobrenadante. 
18. Secar el precipitado a temperatura ambiente durante 5 min y resuspender en 200 μL 
de agua ultrapura o tampón TE.  
19. Comprobar su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) 
(apartado 6.7.1) y cuantificar espectrofotométricamente (apartado 6.8.1). 
Conservar a -20ºC hasta su uso. Con este método se obtiene un rendimiento aproximado 
de 100 ug de ADN. 
 
Tampón de extracción: Tris-HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 20 mM. 
Tampón TE: Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM. 
Tampón TER: Tampón TE con ARNasa al 0,01% (p/v). 
 
6.4.3. Extracción de ADN de plantas a pequeña escala 
Este método de extracción tomado de Dellaporta y col. (1983), se utilizó en la obtención de 
ADN de raíces de pepino inoculadas con T. harzianum, con el fin de cuantificar ADN fúngico "in 
planta" mediante PCR a tiempo real: 
 
1. Pesar entre 0,15-0,2 g de tejido vegetal fresco y pulverizar en un mortero en 
presencia de nitrógeno líquido. 
2. Pasar el tejido pulverizado a un tubo de microcentrífuga y añadir 750 μL de tampón 
de extracción frío, mezclar y mantener en hielo. 
3. Añadir 50 μL de SDS al 20% (p/v), mezclar cuidadosamente e incubar a 65ºC 
durante 20 min. Mezclar esporádicamente. 
4. Añadir 250 μL de acetato sódico 3M pH 5,2 frío, mezclar y mantener en hielo 
durante 20 min. 
5. Centrifugar a 11.000 g durante 5 min a temperatura ambiente. 
6. Decantar el sobrenadante a un tubo de microcentrífuga de 2 mL conteniendo 200 μL 
de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), mezclar por inversión. 
7. Centrifugar 11.000 g durante 2 min a temperatura ambiente. 
8. Transferir la fase acuosa a un tubo de microcentrífuga nuevo.  
9. Repetir los pasos 6, 7 y 8. 
10. Precipitar el ADN por adición de 600 μL de isopropanol, mezclar cuidadosamente y 
mantener 10 min a temperatura ambiente. 
11. Centrifugar a 11.000 g durante 5 min a temperatura ambiente. 
12. Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con 1 mL de etanol al 70% (v/v), 
centrifugar como en el paso anterior. 
13. Secar el precipitado al aire y resuspender en 100 μL de agua ultrapura estéril con 
ARNasa al 0,001% (p/v). 
14. Incubar a 37ºC durante 30 min. 
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15. Comprobar su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) 
(apartado 6.7.1) y cuantificar espectrofotométricamente (apartado 6.8.1). 
Conservar a -20ºC hasta su uso. 
 
Tampón de extracción: Tris-HCl 100 mM pH 8,0, EDTA 50 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M. 
Autoclavar. 
 
6.5. Extracción de ARN  
Todas las soluciones utilizadas durante la manipulación de ARN se prepararon con agua 
ultrapura tratada durante 12 h con DEPC al 0,1% (v/v), y posteriormente autoclavada, con el fin de 
reducir el riesgo de degradación del ARN por la acción de ARNasas. El material de plástico se 
utilizó a partir de lotes nuevos y autoclavados. El material de vidrio, porcelana o metal se esterilizó 
en una estufa a 200ºC durante 2 h. 
 
6.5.1. Extracción de ARN total de Trichoderma spp. 
Las extracciones de ARN de Trichoderma spp. se realizaron siguiendo el protocolo que se 
detalla a continuación: 
 
1. Pulverizar micelio liofilizado (obtenido según se describió en el apartado 4.5) en un 
mortero en presencia de nitrógeno líquido. 
2. Pesar aproximadamente 7 mg de micelio puro pulverizado (36 mg en el caso de 
micelio crecido en presencia de quitina o paredes celulares) en un tubo de 
microcentrífuga. 
3. Añadir 1 mL del reactivo TRI Reagent® (Ambion®, Applied Biosystems) y 
homogeneizar con ayuda de un vortex. 
4. Incubar 5 min a temperatura ambiente. 
5. Añadir 200 μL de cloroformo y homogeneizar con ayuda de un vortex durante 15 s.  
6. Incubar 3 min a temperatura ambiente. 
7. Centrifugar a 12.000 g durante 15 min a 4ºC. 
8. Transferir la fase acuosa a un tubo de microcentrífuga nuevo (recoger en torno al 
40% del volumen inicial de partida). 
9. Añadir 500 μL de isopropanol y mezclar por inversión. 
10. Incubar 15 min a temperatura ambiente. 
11. Centrifugar a 12.000 g durante 10 min a 4ºC. 
12. Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con 1 mL de etanol-DEPC al 75% 
(v/v) con ayuda de un vortex hasta disgregarlo. 
13. Centrifugar a 7.500 g durante 5 min a temperatura ambiente. Descartar el 
sobrenadante y dejar secar el precipitado. 
14. Resuspender el precipitado en 45 μL de agua-DEPC e incubar durante 5 min a 60ºC 
para favorecer la solubilización del ARN. 
15. Comprobar su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) 
(apartado 6.7.2.1) y cuantificar espectrofotométricamente (apartado 6.8.1). Conservar 
a -20ºC hasta su uso. Con este método se obtiene un rendimiento aproximado de 200 
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6.5.2. Extracción de ARN total de plantas 
La extracción de ARN de plantas se realizó a partir de 100 mg de tejido vegetal fresco 
pulverizado en mortero en presencia de nitrógeno líquido, siguiendo el procedimiento descrito en el 
apartado anterior con un paso adicional de centrifugación para eliminar el alto contenido de 
polisacáridos presente en la pared celular vegetal. Para ello, entre los pasos 2 y 3, se centrifugó a 
12.000 g durante 10 min a 4ºC. Se transfirió el sobrenadante a un tubo de microcentrífuga nuevo y 
se procedió a la adición de cloroformo para la separación de fases (paso 3). 
 
6.6.       Síntesis de ADNc a partir de ARN vegetal 
Con el fin de llevar a cabo el análisis de la expresión de genes mediante PCR a tiempo real 
(apartado 6.11.2) se sintetizó ADNc a partir del ARN total extraído de plantas de pepino según se 
indicó en el apartado anterior. Las reacciones de síntesis de ADNc se realizaron utilizando un 
oligonucleótido poli-T y el kit comercial Reverse Transcription System (Promega), siguiendo las 
especificaciones del fabricante. El ADNc obtenido se conservó a -80ºC hasta su uso. Como controles 
negativos se llevaron a cabo reacciones sin retrotranscriptasa. 
 
6.7.       Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa 
 
6.7.1. Electroforesis de ADN 
La separación de fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa se llevó a 
cabo siguiendo el protocolo que se detalla a continuación: 
 
1. Mezclar la cantidad necesaria de agarosa (0,8-1,2% p/v) con tampón TAE 1x y 
fundir en un microondas. 
2. Dejar enfriar hasta aproximadamente 50ºC y añadir BrEt a una concentración final 
de 1 μg/mL (alternativamente se puede hacer la tinción al final de la carrera 
electroforética, sumergiendo el gel en tampón TAE 1x conteniendo BrEt a 1 μg/mL 
durante 10 min). 
3. Verter el gel en la bandeja de electroforesis y dejar que solidifique. 
4. Preparar las muestras añadiendo tampón de carga 6x (5:1). 
5. Llevar a cabo la electroforesis en tampón TAE 1x aplicando un voltaje 
aproximado de 5 V/cm de longitud del gel, incluyendo marcadores de pesos 
moleculares conocidos (Figura 50). 
6. Visualizar las bandas mediante iluminación con luz ultravioleta (se utilizaron los 
aparatos FirstLightTM UV Illuminator, UVP y BioDoc-ItTM Imaging System, 
UVP). 
 
Tampón TAE 50x: Tris-acetato 2 M pH 8,0, EDTA 0,05 M. Autoclavar. 
Tampón de carga 6x: Azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilen cianol 0,25% (p/v), 



























































Figura 50. Marcadores de peso molecular de ADN empleados en este trabajo. X y XIV, 
marcadores comerciales (Roche). λ, ADN del fago lambda  digerido con las enzimas de 
restricción EcoRI y HindIII. 
 
 
6.7.2. Electroforesis de ARN 
Para la electroforesis de muestras de ARN los tampones se prepararon con agua tratada 
con DEPC al 0,1% (v/v). Las bandejas y los peines de electroforesis se trataron con una solución de 
H2O2 al 3% (v/v) durante al menos 30 min. y posteriormente se lavaron con agua-DEPC. 
 
6.7.2.1. En condiciones no desnaturalizantes 
La integridad de los extractos de ARN obtenidos se comprobó mediante visualización con 
luz ultravioleta después de electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) (según se describió en el 
apartado anterior para muestras de ADN). Como se muestra en la Figura 51 en un extracto de 
ARN total íntegro se aprecian nítidamente las bandas correspondientes a los ARN ribosómicos 18S 








Figura 51. Apariencia de muestras de ARN total 
sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 1% 
(p/v). En el carril 1 se presenta una muestra de ARN 
degradado, y en el carril 2 una muestra de ARN 
íntegro. Las bandas 18S y 28S del ARN ribosómico 
son claramente visibles en la muestra del carril 2.  
 
6.7.2.2. En condiciones desnaturalizantes 
La separación de moléculas de ARN en estas condiciones se realizó en geles de agarosa al 
1,2% (p/v) preparados con tampón MOPS 1x, en presencia de formaldehído como agente 
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desnaturalizante, con el objeto de evitar la formación de estructuras secundarias en el ARN para los 
experimentos de hibridación tipo Northern: 
 
1. Para un gel de 200 mL, disolver 2,4 g de agarosa en 144 mL de agua-DEPC y fundir 
en un microondas. 
2. Dejar enfriar hasta aproximadamente 60ºC y añadir 20 mL de tampón MOPS 10x y 
36 mL de formaldehído al 37%. Trabajar desde este paso dentro de una campana de 
extracción. 
3. Mezclar y verter el gel en la bandeja de electroforesis, dejar que solidifique. 
4. Preacondicionar el gel sometiéndolo a 5 V/cm de longitud del gel durante 30 
minutos en tampón MOPS 1x. 
5. Mientras tanto, preparar las muestras mezclando 4,5 μL de ARN (aproximadamente 
20 μg), 2 μL de tampón MOPS 10x, 3,5 μL de formaldehído al 37% y 10 μL de 
formamida desionizada. 
6. Desnaturalizar las muestras a 65ºC durante 15 min. Pasarlas inmediatamente a hielo 
durante 5 min y añadir 4 μL de tampón de carga 6x (apartado 6.7.1). 
7. Cargar las muestras en el gel y llevar a cabo la electroforesis en tampón MOPS 1x, 
aplicando un voltaje de 5 V/cm de longitud del gel durante 3-4 h. 
8. Una vez finalizada la electroforesis se llevó a cabo la transferencia del ARN a 
membranas para su posterior hibridación con las sondas correspondientes (Northen 
blot, apartado 6.13.1.2). 
Tampón MOPS 10x: MOPS 0,2 M, acetato sódico 0,05 M, EDTA 0,01 M. Ajustar el pH 
a 7,0 con NaOH. Conservar a temperatura ambiente protegido de la luz. 
 
6.8.        Cuantificación de ácidos nucleicos 
 
6.8.1. Mediante espectrofotometría 
La cantidad y pureza de las preparaciones de ADN y ARN se determinó utilizando un 
espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000, que permite leer su concentración en ng/μL a partir de 1 
μL de muestra (considerando que una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 50 o 40 
ng/μL de ADN o ARN, respectivamente). Un cociente ≥1,8 o ≥2 entre la absorbancia a 260 nm y 
280 nm es característico de una preparación altamente pura de ADN o ARN, respectivamente.  
 
6.8.2. Mediante electroforesis  
La cuantificación de ADN mediante electroforesis en geles de agarosa (apartado 6.7.1) se 
llevó a cabo por comparación con marcadores de peso molecular de concentración conocida (Figura 
50). 
 
6.8.3. En placa Petri con BrEt 
Este método se utilizó como alternativa al método espectrofotométrico para cuantificar 
muestras de ADNc. Se prepararon placas Petri de 9 cm de diámetro con 10 mL de agarosa al 0,8% 
(p/v) conteniendo BrEt (1 μg/mL). Una vez solidificada la agarosa, se depositó en el centro de la 
placa 0,5 μL de la muestra a cuantificar. La muestra se dejó secar durante unos 10 minutos. La 
cantidad de ADNc se determinó por visualización con luz ultravioleta comparando con patrones de 
ADN de concentración conocida (5-100 ng/μL) preparados en solución de EDTA 100 mM y 
dispuestos según se muestra en la Figura 52. 
 
 






Figura 52. Esquema en el que se representa la 
disposición de una muestra problema de ADNc (colocada 
en el centro) para su cuantificación aproximada por 
comparación con patrones de ADN de concentración 
conocida, en placa Petri conteniendo agarosa con BrEt. 
Las flechas indican el gradiente de concentración de los 






6.9.       Purificación de fragmentos de ADN 
La purificación de fragmentos de ADN, bien a partir de geles de agarosa o de muestras en 
solución, se llevó a cabo utilizando el kit comercial Nucleospin® Extract II (Macherey-Nagel), 
según las especificaciones del fabricante.  
 
6.10. Manipulación enzimática de ácidos nucleicos 
 
6.10.1. Digestión de ADN con enzimas de restricción 
Las reacciones de digestión de ADN con endonucleasas de restricción se llevaron a cabo en 
los tampones y condiciones adecuadas recomendadas por la firma comercial que proporciona cada 
enzima. Normalmente, se utilizaron de 1-2 U enzima/μg ADN, en un volumen final de 20 μL, 
durante 4 h. En el caso de no encontrar tampones compatibles para digestiones con dos enzimas de 
restricción, las reacciones se realizaron en dos pasos. 
 
6.10.2. Desfosforilación de ADN plasmídico  
Las reacciones de desfosforilación de ADN se llevaron a cabo utilizando la enzima fosfatasa 
alcalina de intestino de ternero (Roche). Esta enzima cataliza la eliminación de un grupo fosfato 5’ 
de una cadena de ADN. Es conveniente desfosforilar un vector que ha sido digerido con una enzima 
de restricción con la finalidad de evitar la religación del mismo. La mezcla de reacción se preparó en 
un volumen final de 50 µL conteniendo tampón 1x (preparado a partir del tampón 10x 
proporcionado con la enzima), 1 pmol de ADN digerido y 1 U de enzima. Se incubó a 37ºC durante 
1 h y se inactivó incubando a 65ºC durante 10 min. El ADN plasmídico desfosforilado se purificó 




Las reacciones de ligación de moléculas de ADN se llevaron a cabo con la enzima ADN 
ligasa del bacteriófago T4 (Roche). Este enzima cataliza la unión covalente de extremos cohesivos o 
romos de ADN mediante la formación de un enlace fosfodiéster entre los grupos 3’-hidroxilo y 5’-
fosfato libres. La mezcla de reacción se preparó en un volumen final máximo de 20 μL de tampón 
1x (preparado a partir del tampón 10x proporcionado con la enzima) conteniendo ADN del vector 
(150-200 ng) y ADN del inserto (en una proporción molar 1:6), y 2 U de enzima. Las reacciones se 
incubaron a 12ºC durante toda la noche, y se utilizaron directamente para la transformación de 
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6.11. Amplificación de ADN: reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
6.11.1. PCR a tiempo final 
Esta técnica permite la amplificación de fragmentos de ADN de forma exponencial (Mullis 
y col., 1986). Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp® 
PCR System 9700 (Applied Biosystems). Las condiciones generales de amplificación consistieron en 
un ciclo inicial de desnaturalización a 94ºC durante 3 min, seguido de 40 ciclos que consistieron en: 
30 seg a 94ºC (desnaturalización), 30 seg a la temperatura establecida empíricamente para cada par 
de oligonucleótidos (hibridación) y 1 min a 72ºC por cada kb a amplificar (extensión); terminando 
con un ciclo de extensión final a 72ºC durante 7 min. El tamaño y la cantidad del producto 
amplificado se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (apartados 6.7.1 y 6.8.2). 
 
6.11.1.1. PCR de rutina 
Aquellas reacciones en las que se utilizó la enzima ADN polimerasa convencional de 
Thermus sp. (Biotools) se llevaron a cabo en un volumen final de 25 μL conteniendo el ADN molde 
(ADN plasmídico: 0,1-1 ng; ADN genómico: 10-100 ng), tampón de PCR 1x (preparado a partir del 
tampón 10x proporcionado con la enzima, incluyendo 20 mM de MgCl2), 200 μM de dNTPs, 0,4 
μM de cada oligonucleótido, 1,25 U de enzima y agua ultrapura c.s.p. 25 μL. 
 
6.11.1.2. PCR de alta fidelidad 
En los casos en los que se requirió una amplificación de alta fidelidad de copia se utilizó la 
enzima Pfu ADN polimerasa (obtenida de la arquea Pyrococcus furiosus) (Biotools) que, por presentar 
actividad correctora de errores 3’→5’, incorpora 10 veces menos errores en el proceso de 
amplificación que una polimerasa convencional. Los productos amplificados con esta enzima pueden 
ser directamente utilizados para ligaciones de extremos romos, ya que no presenta actividad 
transferasa terminal. 
 
6.11.1.3. PCR de fragmentos largos 
La amplificación de fragmentos largos de ADN (> 2 kb) se llevó a cabo utilizando el 
sistema Triple Master® PCR System (Eppendorf), según las especificaciones del fabricante. Este 
sistema combina la enzima Taq ADN polimerasa termoestable (de Thermus aquaticus) con un 
enzima que presenta actividad correctora 3’→5’, además de un aditivo (polymerase enhancing factor) 
que aumenta la procesividad de las enzimas, lo que permite amplificar fragmentos largos y 
complejos evitando la incorporación de errores. 
 
6.11.1.4. PCR de colonia 
Cuando fue necesario analizar un gran número de clones bacterianos, se realizó un 
escrutinio preliminar por PCR directa de cada colonia. Para ello, la mezcla de reacción se preparó 
según se describe en el apartado 6.11.1.1 reemplazando el ADN por una pequeña cantidad de la 
colonia de interés (picando la colonia de la placa con una punta estéril y extendiendo la biomasa en 
el fondo del tubo antes de añadir la mezcla de reacción). 
 
6.11.2. PCR a tiempo real (PCR cuantitativa) 
La base de esta reacción es la misma que la de la PCR convencional (apartado 6.11.1) con 
la diferencia de que incluye la presencia de un fluoróforo (uno de los más utilizados es el agente 
intercalante SYBR Green I) en la mezcla de reacción, lo cual permite hacer un seguimiento a 
tiempo real del proceso de amplificación. Para ello, se emplea un termociclador capaz de medir el 
aumento de la intensidad de fluorescencia emitida a medida que se va acumulando el fragmento de 
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ADN amplificado (amplicón). Además, se trata de una reacción cuantitativa que permite calcular la 
cantidad de ADN presente en la muestra analizada, teniendo en cuenta que el primer ciclo de la 
reacción en el que empieza a detectarse aumento de fluorescencia (Ct, cycle threshold) es proporcional 
a dicha cantidad de ADN (Figura 53).  
En todos los casos las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador 
ABI PrismTM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Las condiciones generales de 
amplificación consistieron en un ciclo inicial a 95ºC durante 10 min (activación de la enzima y 
desnaturalización del ADN), seguido de 40 ciclos a 95ºC durante 15 seg (desnaturalización) y 60ºC 
durante 1 min (hibridación y extensión). Tras la amplificación, se incluyó un paso de disociación en 
el que se realiza una medida continua de la fluorescencia emitida en un rango de 60-95ºC 
aumentando la temperatura 0,2ºC/s. Este paso permite identificar la presencia de dímeros y 
verificar la especificidad de la reacción analizando las curvas de disociación del amplicón.  
Todas las reacciones se prepararon en microplacas de 96 pocillos, utilizando el kit 
comercial Kapa SYBR® Fast qPCR Kit Master Mix (2x) ABI PrismTM (Kapa) en un volumen final 
de 10 uL, conteniendo 1 uL de ADN molde. Cada muestra se amplificó por triplicado. 
Los cálculos para determinar la cantidad de ADN en las muestras analizadas se realizaron 
utilizando el método de la curva estándar para cuantificación relativa. Para ello, se construyeron 
curvas estándar para cada una de las parejas de oligonucleótidos utilizando como molde diluciones 
seriadas de una cantidad indeterminada de ADN. La ecuación de la recta obtenida en cada caso 
permite el cálculo de la cantidad de ADN inicial en la muestra problema, a partir del valor Ct 

















Figura 53. Cuantificación de ADN mediante PCR a tiempo real utilizando el método de la 
curva estándar. En la gráfica se representan valores de fluorescencia obtenidos a partir de 
diluciones seriadas de una muestra de ADN. En el eje de las abscisas se indican los ciclos de 
amplificación y en el eje de las ordenadas los valores de la fluorescencia (∆Rn). El valor Ct 
(primer ciclo en el que se detecta aumento de fluorescencia) es inversamente proporcional a la 
cantidad de ADN presente en cada muestra. La ecuación de la recta obtenida permite deducir por 
extrapolación la cantidad de ADN en una muestra problema a partir del valor Ct obtenido para 
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6.12. Secuenciación de ADN 
Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo en el Servicio de Secuenciación 
Automática de la Universidad de Salamanca, siguiendo sus recomendaciones para la preparación de 
las muestras. La secuenciación se realizó a partir de 500 ng de ADN plasmídico (apartado 6.3.2) o 
de 100 ng por kb de longitud en el caso de productos de PCR (purificados según el apartado 6.9), 
añadiendo 3 pmol del oligonucleótido de interés por reacción. 
 
6.13.   Análisis de hibridación de ácidos nucleicos en membranas 
 
6.13.1.   Transferencia de ácidos nucleicos a membranas 
 
6.13.1.1. Transferencia de ADN (Southern blot) 
Se realizaron digestiones (apartado 6.10.1) de 10 μg de ADNg de T. harzianum (extraído 
según se indicó en el apartado 6.4.2). Los fragmentos de ADN originados se separaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) con BrEt (apartado 6.7.1), aplicando bajo voltaje (2 
V/cm de longitud de gel). También se incluyó un marcador de peso molecular. Terminada la 
electroforesis, se visualizó el gel con luz ultravioleta y se comprobó la eficiencia de la carrera y de la 
digestión (se debe observar un rastro de ADN a lo largo del carril y bandas definidas debido a 
secuencias repetitivas de ADN). Posteriormente, el gel se trató siguiendo el protocolo detallado a 
continuación: 
 
1. Sumergir el gel en HCl 0,25 N durante aproximadamente 20 min con agitación 
suave. Este paso de depurinación, facilita la transferencia de ADN de alto peso 
molecular a la membrana. Lavar tres veces con agua destilada durante 5 min. 
2. Sumergir el gel en solución de desnaturalización durante 20 min con agitación 
suave. Repetir y lavar el gel brevemente con agua destilada. 
3. Sumergir el gel en solución de neutralización durante 20 min con agitación suave. 
Repetir y lavar brevemente con agua destilada. 
4. Equilibrar el gel en tampón SSC 20x durante 30 min con agitación suave. 
5. Llevar a cabo la transferencia por capilaridad a una membrana de nailon cargada 
positivamente (HybondTM N+, Amersham), situando el gel sobre un puente de 
papel de filtro Whatman® 3MM cuyos extremos están en contacto con tampón 
SSC 20x y saturado con el mismo. Sobre el gel, colocar sucesivamente, la 
membrana de nailon del tamaño del gel (previamente sumergida en SSC 2X), tres 
papeles Whatman® 3MM, una pila de papel absorbente y finalmente un peso de 
aproximadamente 0,5 kg. Evitar las burbujas de aire entre capa y capa. El sistema 
de transferencia se esquematiza en la Figura 54. 
6. Tras la transferencia (mínimo 12 h), desmontar el sistema, sumergir la membrana 
en tampón SSC 2x durante 2 min para retirar el exceso de sales y secarla al aire. 
7. Una vez seca, el ADN se fija covalentemente a la membrana por irradiación con 
luz ultravioleta, para lo cual se utilizó un crosslinker (TL-2000 Ultraviolet 
Translinker, UVP) aplicando 120 mJ/cm2 durante 30 s. Alternativamente, la 
membrana se puede hornear a 80ºC durante 2 h. 
8. Conservar la membrana a temperatura ambiente entre papeles de filtro hasta su 
hibridación. 
 
Solución de desnaturalización: NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M. 
Solución de neutralización: NaCl 1,5 M, Tris-HCl 0,5 M pH 7,5. 
Tampón SSC 20x: NaCl 3 M, citrato trisódico 0,3 M. Ajustar a pH 7,0 con HCl 1 M.  
 










Figura 54. Representación esquemática del sistema de transferencia de ADN a membranas por 
capilaridad (Southern blot). 
 
 
6.13.1.2. Transferencia de ARN (Northern blot) 
Las muestras de ARN (20-30 μg) se sometieron a electroforesis en gel de agarosa en 
condiciones desnaturalizantes (apartado 6.7.2.2). Una vez finalizada la electroforesis, el gel se lavó 
en agua-DEPC durante 5 min y se equilibró en tampón SSC 20x (preparado también con agua-
DEPC) durante 30 min con agitación suave. La transferencia y posterior inmovilización del ARN a 
la membrana se realizó como se describió en el apartado anterior (pasos 5-8). 
 
6.13.2. Marcaje e hibridación con sondas de ADN no radiactivas 
Este método tiene la ventaja de no requerir el uso de material radiactivo debido a que las 
sondas son marcadas con digoxigenina (DIG), y posteriormente detectadas mediante una reacción 
de quimioluminiscencia utilizando anticuerpos anti-DIG conjugados con la enzima fosfatasa 
alcalina. Sin embargo presenta la desventaja de ofrecer menor sensibilidad que el uso de sondas de 
ADN marcadas radiactivamente. 
Las sondas de ADN se obtuvieron mediante PCR convencional (apartado 6.11.1.1) a partir 
de ADNg o ADNp utilizando el kit comercial PCR DIG Labeling Mix (Roche) según las 
instrucciones del fabricante. Este kit permite la incorporación de moléculas DIG unidas 
covalentemente al nucleótido dUTP, el cual sustituirá a nucleótidos dTTP. El marcaje se comprobó 
mediante electroforesis (apartado 6.7.1) de una alícuota de la reacción en paralelo con una muestra 
control sin marcar (la sonda marcada debe presentar un mayor peso molecular). En el caso de 
observarse solo una banda de amplificación, la sonda marcada se utilizó directamente en la reacción 
de hibridación (20-50 ng/mL de tampón de hibridación); de lo contrario, se procedió a purificar la 
banda de interés marcada a partir del gel de agarosa mediante columnas (apartado 6.9). Las sondas 
se conservaron a -20ºC hasta su uso. 
El protocolo utilizado para la hibridación de membranas con sondas de ADN no radiactivas 
se detalla a continuación: 
 
1. Introducir la membrana en un tubo de hibridación y añadir el tampón utilizando el 
mínimo volumen posible que permita cubrir por completo la membrana. 
2. Preincubar a 50/65ºC (para membranas con ARN/ADN respectivamente) con 
agitación constante en un horno de hibridación durante un mínimo de 30 min. 
3. Añadir la sonda de ADN marcada y desnaturalizada al tampón de hibridación.  
4. Incubar a la misma temperatura que en el paso 2, según corresponda, en un horno de 
hibridación durante un mínimo de 12 h. 
5. Retirar el tampón de hibridación con la sonda (se puede conservar a -20ºC para ser 
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6. Lavar dos veces a temperatura ambiente con agitación durante 5 min cada vez. 
7. Descartar y reemplazar por tampón de lavado II (lavado más restrictivo) 
atemperado a 50/65ºC (para membranas con ARN/ADN respectivamente). 
8. Lavar dos veces a 50/65ºC (según el caso) con agitación durante 15 min cada vez. 
9. Incubar la membrana en tampón de lavado III a temperatura ambiente durante 2 
min con agitación. 
10. Descartar y añadir solución de bloqueo 1x. 
11. Incubar durante al menos 30 min con agitación. 
12. Descartar y añadir la solución del anticuerpo. 
13. Incubar durante 30 min con agitación. 
14. Descartar y lavar dos veces con solución de lavado III durante 15 min cada vez. 
15. Descartar y equilibrar la membrana 3 min en tampón de detección. 
16. Colocar la membrana sobre una película de plástico transparente y aplicarle el 
volumen suficiente de sustrato diluido 1:100 en tampón de detección. La detección 
quimioluminiscente se realiza con el sustrato CDP-Star (Roche) y el conjugado 
fosfatasa alcalina anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments, Roche). 
La fosfatasa alcalina cataliza la producción de luz mediante descomposición 
enzimática del sustrato. 
17. Cubrir la membrana con el plástico transparente evitando la formación de burbujas e 
incubar 5 min en oscuridad. 
18. Exponer la membrana directamente en un equipo de captura quimioluminiscente 
Fujifilm LAS-1000. 
 
Tampón de hibridación: SSC 5x, blocking reagent (Roche) 1% (p/v), sarcosina 0,1% 
(p/v), SDS 0,02% (p/v). 
Tampón de lavado I: SSC 2x, SDS 0,1% (p/v). 
Tampón de lavado II Northern: SSC 0,1x, SDS 0,1% (p/v). 
Tampón de lavado II Southern: SSC 0,5x, SDS 0,1% (p/v). 
Tampón maleico: NaCl 150 mM, ácido maleico 100 mM. Ajustar a pH 7,5 con NaOH 
sólido. 
Tampón de lavado III: Tween® 20 0,3% (v/v) en tampón maleico. 
Solución stock de bloqueo 10x: Blocking reagent 10% (p/v). Disolver con calor, 
autoclavar y almacenar a 4ºC. 
Solución de bloqueo 1x: Diluir la solución stock 10x 1:10 en tampón maleico. Preparar 
en el momento de uso. 
Solución del anticuerpo: Centrifugar el anticuerpo Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments 
(Roche) a 10.000 g durante 5 min antes de cada uso. Diluirlo 1:20.000 (35mU/mL) en la 
solución de bloqueo 1x.  
Tampón de detección: Tris-HCl 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1 M.  
 
6.13.3. Marcaje e hibridación con sondas de ADN radiactivas 
Las sondas de ADN se obtuvieron mediante PCR convencional a partir de ADNg o ADNp 
(apartado 6.11.1.1). Posteriormente, las sondas se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 
(apartado 6.7.1) y se purificaron a través de columnas (apartado 6.9). El marcaje de las sondas con 
[α32P]dCTP (3000 Ci/mmol) se realizó a partir de 50-100 ng de ADN purificado, utilizando el kit 
comercial Ready-to-GoTM DNA Labelling Beads (-dCTP) (GE Healthcare), según las instrucciones 
del fabricante. El marcaje se basa en la utilización de oligonucleótidos aleatorios para el inicio de la 
síntesis de la cadena complementaria de la sonda, reacción catalizada por el fragmento Klenow de la 
ADN polimerasa. Una vez finalizada la reacción de marcaje, los nucleótidos no incorporados se 
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eliminaron utilizando columnas illustraTM MicroSpinTM S-400 HR (GE Healthcare), según las 
especificaciones del fabricante. Por último, las sondas se desnaturalizaron a 95ºC durante 5 min y se 
transfirieron inmediatamente a hielo hasta el momento de la hibridación. 
El protocolo utilizado para la hibridación de membranas con sondas de ADN radiactivas se 
detalla a continuación: 
 
1. Introducir la membrana con el ARN transferido en un tubo de hibridación y añadir 
el tampón, atemperado a 65ºC, utilizando el mínimo volumen posible que permita 
cubrirla por completo.  
2. Añadir la sonda de ADN marcada y desnaturalizada al tampón de hibridación.  
3. Incubar a 65ºC en un horno de hibridación durante un mínimo de 12 h. 
4. Retirar el tampón de hibridación con la sonda (se puede conservar a -20ºC para ser 
reutilizado). 
5. Lavar con tampón de lavado a temperatura ambiente durante 1 min. 
6. Descartar y lavar dos veces con tampón fresco a 65ºC durante 15 min cada vez. 
7. Envolver la membrana con una película de plástico transparente y exponerla en un 
casete BAS 2040 (Fujifilm) con pantalla intensificadora Imaging Plate BAS-MS 
2040 (Fujifilm). 
8. Capturar la imagen en un equipo Bio-Imaging Analyzer BAS-1500 (Fujifilm). 
 
Tampón de hibridación: Tampón fosfato sódico 0,5 M pH 7,2, EDTA 10 mM, SDS 7% 
(p/v). 
Tampón de lavado: Tampón fosfato sódico 40 mM pH 7,2, SDS 1% (p/v). 
Tampón fosfato sódico 1M pH 7,2: NaH2PO4 28% (v/v), Na2HPO4 1M 72% (v/v). 
 
6.13.4. Reutilización de membranas 
Para la rehibridación de membranas es importante que no se hayan secado en los pasos 
anteriores, de lo contrario no será posible retirar la sonda. 
El protocolo seguido para la rehibridación de membranas con sondas de ADN no 
radiactivas fue el siguiente: 
 
1. Lavar la membrana con agua destilada durante 1 min. 
2. Lavar la membrana dos veces con tampón de deshibridación a 37ºC durante 15 min 
cada vez. 
3. Descartar el tampón e incubar en SSC 2x durante 5 min a temperatura ambiente. 
4. Rehibridar la membrana o conservarla humedecida con SSC 2x hasta su 
reutilización. 
Tampón de deshibridación: NaOH 0,2 M, SDS 0,1% (p/v). 
 
El protocolo seguido para la rehibridación de membranas con sondas de ADN radiactivas fue el 
siguiente: 
 
1. Lavar la membrana con agua destilada durante 1 min. 
2. Sumergir la membrana en una solución de SDS al 0,2% (p/v) en ebullición. 
3. Mantenerla en la solución hasta su enfriamiento. 
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6.14. Métodos de transformación de microorganismos 
 
6.14.1. Obtención de células competentes y transformación de E. coli DH5α 
El protocolo utilizado para la preparación de células competentes de E. coli se basó en el 
método de Inoue y col. (1990): 
 
1. Sembrar E. coli por agotamiento en estría en medio LB sólido, e incubar a 37ºC 
durante 16 h. 
2. Inocular 250 mL de medio SOC (en un matraz de 2 L) con colonias de la placa 
anterior. Incubar a 25ºC y 200 rpm durante unas 20 h hasta alcanzar 0,6 unidades de 
absorbancia a 600 nm. 
3. Mantener el cultivo en hielo durante 10 min y centrifugar a 5.000 g y 4ºC durante 
10 min. 
4. Resuspender el precipitado en 40 mL de tampón TB frío y mantener en hielo 
durante 10 min. 
5. Centrifugar nuevamente en las mismas condiciones y resuspender las células en 20 
mL de tampón TB frío. 
6. Añadir 1,4 mL de DMSO (concentración final del 7%) y mantener en hielo durante 
10 min. 
7. Preparar alícuotas de 90 μL, congelar en nitrógeno líquido y conservar a -80ºC. 
 
Tampón TB: PIPES 10 mM, CaCl2 15 mM, KCl 250 mM. Ajustar el pH a 6,7 con KOH 
y añadir MnCl2 55 mM, filtrar a esterilidad y conservar a 4ºC. 
 
La transformación de células competentes de E. coli DH5α se realizó mediante choque 
térmico, siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado por Inoue y col. (1990): 
 
1. Descongelar las células competentes lentamente en hielo. 
2. Añadir 10 μL del ADN plasmídico procedente de la reacción de ligación (0,1-100 ng) 
con la que se desee llevar a cabo la transformación. 
3. Mantener en hielo durante 30 min. 
4. Incubar a 42ºC durante 90 s. 
5. Pasar a hielo inmediatamente y mantener durante 2 min. 
6. Añadir 400 μL de medio LB. 
7. Incubar 40 min a 37ºC. 
8. Sembrar alícuotas en medio LB sólido con el antibiótico apropiado. 
9. Incubar a 37ºC hasta la aparición de colonias (16 h aproximadamente). 
10. Sembrar las colonias de interés en tubos con 3 mL de medio LB líquido (con el 
antibiótico apropiado), incubar en agitación a 37ºC durante 8 h y recoger las células 
por centrifugación para su posterior análisis como posibles clones transformantes. 
 
6.14.2. Obtención y transformación de protoplastos de T. harzianum 
La transformación de T. harzianum CECT 2413 se llevó a cabo tomando como referencia el 
protocolo desarrollado por Penttilä y col. (1987) y optimizado por Cardoza y col. (2006a): 
 
1. Sembrar en placas con medio PDA esporas de T. harzianum a partir de un stock en 
glicerol, e incubar a 28ºC durante 5-7 días, momento en el que el micelio 
desarrollado se debe encontrar completamente esporulado.  
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2. Recoger las esporas (apartado 4.1) y usarlas para inocular (con 5x108 esporas) 100 
mL de medio CM en un matraz de 500 mL. 
3. Incubar el matraz inoculado a 28ºC a 250 rpm durante 17 h. Comprobar al 
microscopio que las esporas se encuentran germinadas y distribuidas sin formar 
agregados.  
4. Filtrar las germínulas a través de un embudo con nailon estéril de 30 μm de 
diámetro de poro (nytal, Maissa), lavar con 100 mL de NaCl al 0,9% (p/v) y 
posteriormente con 100 mL de tampón TLT. Una vez lavado, retirar el exceso de 
humedad presionando con ayuda de papel de filtro estéril. 
5. Resuspender 0,5 g del material fúngico en 50 mL de tampón TPT conteniendo DTT 
25 mM (preparado en el momento) y agitar para resuspender completamente el 
micelio. 
6. Incubar en un matraz de 500 mL a 30ºC y 250 rpm durante 2 h. 
7. Después del tratamiento con DTT, centrifugar a 8.500 g a 4ºC durante 10 minutos. 
Eliminar el sobrenadante, lavar el pellet con 50 mL de tampón TPT y centrifugar 
nuevamente en las mismas condiciones.  
8. Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 20 mL de tampón TPT 
conteniendo enzimas líticas filtradas a esterilidad (Lysing Enzymes, Sigma) a una 
concentración final de 5 mg/mL.  
9. Incubar en un matraz a 30ºC y 80 rpm durante aproximadamente 2 h, controlando la 
formación de protoplastos al microscopio.  
10. Una vez obtenidos los protoplastos, filtrar la suspensión a través de nailon estéril de 
30 μm de diámetro de poro. Diluir el volumen recuperado 1:3 en solución ST y 
mezclar por inversión. 
11. Centrifugar a 3.200 g durante 10 minutos para sedimentar los protoplastos. Retirar 
con cuidado el sobrenadante y lavar con 10 mL de solución ST, centrifugar 
nuevamente a 3.200 g durante 3 min y eliminar el sobrenadante. 
12. Lavar con 10 mL de solución STC. Centrifugar a 3.200 g durante 3 min y retirar el 
sobrenadante. 
13. Resuspender los protoplastos en 500 μL de tampón STC y hacer el recuento al 
microscopio utilizando una cámara Thoma. Generalmente se obtiene del orden de 
5x107-5x108 protoplastos/mL. 
14. Añadir 1/10 de volumen de solución PTC. Mantener la suspensión de protoplastos 
en hielo. 
15. Mezclar en tubos de 10 mL en hielo, 8 μg del ADN plasmídico con el que se desea 
transformar disuelto en tampón TE, con 200 μL de la suspensión de protoplastos. El 
volumen de ADN no debe superar 1/10 del volumen de protoplastos. Se recomienda 
utilizar preferentemente ADN lineal para facilitar su integración en el genoma del 
hongo. En el caso de cotransformación (con dos plásmidos), el plásmido que lleva el 
gen marcador de selección y el plásmido que lleva el casete de expresión del gen de 
interés deben mantener una proporción 1:9, respectivamente.  
16. Mantener la mezcla de transformación en hielo durante 20 min. 
17. Añadir lentamente 1 mL de solución PTC y mezclar por inversión. 
18. Mantener a temperatura ambiente durante 20 min. 
19. Añadir 1,2 mL de solución STC para diluir los protoplastos y mezclar por inversión.  
20. Mezclar alícuotas de 50-300 μL de la suspensión de transformación con 5 mL de 
medio TSA-Sac atemperado a 50ºC conteniendo el antibiótico de selección apropiado 
(higromicina 150 μg/mL o fleomicina 100 μg/mL).  
21. Verter esta mezcla sobre placas Petri de 5 cm de diámetro que contienen el mismo 
volumen de medio TSA-Sac selectivo previamente solidificado. En el caso de la 
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mezcla control sin ADN, añadirla también en medio sin antibiótico como control de 
regeneración de los protoplastos. 
22. Dejar solidificar las  placas e incubarlas a 28ºC hasta la aparición de colonias aisladas 
(3-4 días). 
La selección de los posibles transformantes obtenidos se llevó a cabo en medio TSA-Sac 
con 300 μg/mL de higromicina o 200 μg/mL de fleomicina como marcador de selección (el doble 
de la cantidad utilizada en el proceso de transformación de protoplastos). En total, se realizaron 
tres pases selectivos (el pase intermedio no lleva antibiótico de selección para asegurar la obtención 
de transformantes estables). Posteriormente, es recomendable preparar cultivos monospóricos de 
cada uno de los transformantes seleccionados (apartado 4.2). 
 
Tampón TE: Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM. 
Tampón TLT: Tampón fosfato sódico 10mM, MgSO4 0,6 M. Ajustar el pH a 5,8 y 
esterilizar en autoclave. 
Tampón TPT: Tampón fosfato sódico 10 mM, MgSO4 0,8 M. Ajustar el pH a 5,8 y 
filtrar a esterilidad. 
Tampón fosfato sódico 10 mM: Na2HPO4 10 mM, NaH2PO4 10 mM. Añadir la mitad del 
volumen de la forma básica e ir añadiendo de a pocos la forma ácida hasta llegar a un pH de 5,8. 
Solución ST: Sorbitol 1 M, Tris-HCl 10 mM pH 7,5. Autoclavar por separado stocks 1 M 
de cada solución y mezclar al momento de usar. 
Solución STC: Sorbitol 1M, Tris-HCl 10 mM pH 7,5, CaCl2 20 mM. Autoclavar por 
separado stocks 1 M de cada solución y mezclar al momento de usar. 
Solución PTC: PEG 6000 (Merck) al 60% (p/v), Tris-HCl 10 mM pH 7,5, CaCl2 20 mM. 
Autoclavar cada solución por separado y mezclar al momento de usar. 
 
7. "Trichochip v. 1.0" 
 
7.1. Secuencias de partida 
Como secuencias de partida para el diseño de las sondas de oligonucleótidos incluidas en el 
microarray se utilizaron un total de 14.237 ESTs (11.376 singlets y 2.861 contigs) de 12 cepas de 
Trichoderma pertenecientes a 8 especies [CECT: T. harzianum T34 (CECT 2413); NBT: T. 
longibrachiatum T52 (NBT52), T. virens T59 (NBT59), T. viride T78 (NBT78); ATCC: T. atroviride 
TP1 (ATCC 74058), T. harzianum T22 (ATCC 20847), T. harzianum T3K (ATCC 204438); CBS: 
T. aggressivum TH2 (CBS 100525), T. stromaticum TST (CBS 101875); IMI: T. atroviride T11 (IMI 
352941); T. asperellum T53 (IMI 20268); UNINA: T. harzianum TA6 (UNINA 96); ver Tabla 3]. 
Todas las secuencias ESTs están disponibles en la base de datos EMBL 
(www.ebi.ac.uk/embl/Access/index.html). Los respectivos números de acceso, así como el 
agrupamiento de ESTs individuales en cada contig, se pueden encontrar en los materiales 
suplementarios publicados por Samolski y col. (2009). 
Las secuencias de los 9.129 transcritos anotados en el genoma de la cepa T. reesei QM 6a (que 
también quedaron representadas en el microarray) se obtuvieron de la dirección web 
http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html). 
 
7.2. Diseño y selección de sondas 
El proceso de diseño y selección de sondas se llevó a cabo en estrecha colaboración con 
expertos bioinformáticos, utilizando algoritmos desarrollados ad hoc. La lista de sondas finalmente 
seleccionadas para ser incluidas en el "Trichochip" (384.659 en total) fue depositada en la base de 
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datos GEO (Gene expression omnibus database), disponible en la dirección web 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/ (N.º acceso: GPL7702). 
 
7.3. Fabricación del microarray 
Las secuencias de las 384.659 sondas seleccionadas se remitieron a la compañía Roche-
NimbleGen Inc., quienes efectuaron los correspondientes controles de calidad de las sondas y llevaron 
a cabo la fabricación del microarray. En la dirección web 
http://www.nimblegen.com/company/technology/index.html se encuentra información detallada 
sobre la tecnología de microespejos empleada para la síntesis de sondas in situ mediante fotolitografía. 
 
7.4. Preparación de las muestras para la hibridación 
Los "Trichochips" se hibridaron con ADNc obtenido a partir de micelio de T. harizanum 
CECT 2413 cultivado en dos etapas, según se describió en el apartado 4.5. En la segunda etapa, la 
pastilla de micelio obtenida en la etapa anterior se transfirió a medio de cultivo basal MS en las 
condiciones de cultivo de interés: en presencia de plantas de tomate (MS-P); quitina de centollón 
(Paralomis granulosa) (Idebio) al 1% (MS-Q); glucosa al 2% (MS-G); y medio basal MS como 
condición de referencia. Las plantas de tomate utilizadas en estos ensayos habían sido previamente 
cultivadas en turba según se describió en el apartado 5.2. Una vez retirada la turba adherida a las 
raíces mediante lavado de las mismas con agua destilada estéril, las raíces libres de turba se 
esterilizaron superficialmente sumergiéndolas consecutivamente en etanol al 70% (v/v) y en una 
solución de lejía al 50% (v/v). Posteriormente, se lavaron con abundante agua destilada estéril. 
Cada planta de tomate se colocó en un matraz de 250 mL con 100 mL de medio MS basal estéril y 
se sumergió hasta la altura del tallo. El medio se inoculó con la pastilla de micelio de T. harzianum. 
Todos los cultivos de T. harizanum CECT 2413 se incubaron a 28ºC y 90 rpm durante 9 h. 
Transcurrido este tiempo, el micelio adherido a la raíz se separó desprendiéndolo con ayuda de una 
pizeta con agua estéril, y se recogió junto con el micelio presente en el medio de cultivo mediante 
filtración. Los pasos seguidos para la filtración, lavados y conservación del micelio obtenido en 
todos los casos se describen en el apartado 4.5. 
Se utilizaron 600 μg de ARN total (200 μg de cada réplica biológica de micelio, extraído 
según se describió en el apartado 6.5.1) para purificar ARNm utilizando el kit comercial 
Dynabeads® mRNA Purification Kit (Dynal® Biotech), basado en una tecnología de separación 
magnética. La purificación se realizó utilizando 200 μL de Dynabeads® según las especificaciones 
del fabricante. Con la finalidad de recuperar la mayor cantidad de ARNm posible, se repitió la 
purificación reutilizando el ARN total residual, y cada paso de elución se efectuó dos veces 
consecutivas (utilizando el mismo eluido para concentrar la muestra). Con el fin de reducir al 
máximo la presencia de ARNr, el proceso de purificación de ARNm se realizó dos veces 
consecutivas con la misma muestra. La calidad del ARNm obtenido se comprobó mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) (apartado 6.7.2.1), y se cuantificó 
espectrofotométricamente (apartado 6.8.1). Mediante este procedimiento se consiguió aislar hasta 8 
μg de ARNm, que se conservó a -80ºC hasta su uso. El protocolo que se detalla a continuación se 
utilizó para concentrar muestras de ARNm cuando fue necesario: 
 
1. Añadir 20 μg de glucógeno, 0,1 volumen de tampón acetato de sodio 3M pH 5,2 y 3 
volúmenes de etanol absoluto frío (-20ºC). 
2. Dejar precipitar toda la noche a -20ºC. 
3. Centrifugar a 16.000 g a 4ºC durante 20 minutos, descartar el sobrenadante. 
4. Lavar el precipitado con 1 mL de etanol al 70% (v/v). 
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5. Centrifugar a máxima velocidad durante 5 minutos a temperatura ambiente, 
descartar el sobrenadante y dejar secar el precipitado a temperatura ambiente 
durante unos 30 minutos. 
6. Resuspender el precipitado en agua-DEPC y cuantificar por espectrofotometría 
(apartado 6.8.1). Conservar a -20ºC hasta su uso. 
 
A continuación, se efectuó la síntesis de ADNc de doble cadena partiendo de 5 μg de 
ARNm, utilizando el kit comercial Just cDNA™ Double-Stranded cDNA Synthesis Kit 
(Stratagene), según las instrucciones del fabricante. Con el fin de evitar sesgos en el ADNc 
sintetizado se emplearon oligonucleótidos aleatorios en lugar de un oligonucleótido poli-T. El 
ADNc obtenido se cuantificó mediante ensayo en placa con BrEt (apartado 6.8.3), y se conservó a -
80ºC hasta su uso. Finalmente, 2 μg de ADNc de cada muestra fueron enviados a NimbleGen 
Systems Inc. para su marcaje con oligonucleótidos aleatorios de 9 mer marcados con el fluoróforo 
Cy3, y posterior hibridación de los "Trichochips" utilizando un sistema MAUI (Micro Array User 
Interface, BioMicro® Systems). 
 
7.5. Análisis bioinformático y estadístico de los datos obtenidos 
Tras la hibridación de los "Trichochips", Roche-NimbleGen Inc. llevó a cabo la adquisición 
de datos (valores de intensidad de fluorescencia de las sondas) utilizando un escáner Axon GenePix 
4000B asociado al programa NimbleScan 2.3. La información obtenida se remitió a nuestro 
laboratorio, donde se examinaron, procesaron y analizaron las imágenes y los valores de intensidad 
de fluorescencia de las sondas para la extracción de datos de expresión génica. El análisis se llevó a 
cabo utilizando el paquete bioinformático siggenes (http://www.bioconductor.org) con el 
programa R como lenguaje de programación y entorno para el análisis estadístico y gráfico 
(http://www.r-project.org). 
 
8. TÉCNICAS GENERALES DE MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS  
 
8.1. Precipitación y diálisis de proteínas extracelulares de Trichoderma spp. 
La precipitación de proteínas secretadas por Trichoderma spp. al medio de cultivo 
(sobrenadantes proteicos obtenidos como se describió en el apartado 4.6) se llevó a cabo siguiendo 
el protocolo que se detalla a continuación: 
 
1. Precipitar las proteínas añadiendo sulfato amónico sólido hasta alcanzar un 90% de 
saturación (60,3 g por cada 100 mL de solución). 
2. Disolver completamente el sulfato amónico con un agitador magnético a 4ºC. 
3. Centrifugar a 12.000 g durante 20 min a 4ºC. 
4. Resuspender el precipitado de proteínas en el mínimo volumen posible de agua 
ultrapura. 
5. Dializar a 4ºC frente a 2 L de agua destilada para eliminar el exceso de sales 
utilizando membranas de diálisis de 12 kDa de límite de exclusión, preparadas según 
las instrucciones del fabricante (Sigma). 
6. Mantener la diálisis durante 24 h en agitador magnético y cambiar el agua cada 8 h. 
Realizar un cambio adicional con tampón acético-acetato 50 mM pH 5,5. 
7. Medir el volumen final de cada sobrenadante y calcular su concentración con 
respecto al volumen inicial. 
8. Conservar los sobrenadantes concentrados a -20ºC hasta su uso. 
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Tampón acético-acetato 1M pH 5,5: Acetato sódico 0,863 M, ácido acético 0,137 M. 
 
8.2. Cuantificación de proteínas 
La cuantifiación de proteínas en solución se llevó a cabo por el método de Bradford (1976) 
utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), según el procedimiento recomendado para 
microensayos (1-20 μg proteína/mL) que se indica a continuación: 
 
1. Diluir la muestra en 800 μL de agua destilada. 
2. Añadir 200 μL del reactivo, e incubar a temperatura ambiente durante 5 min. 
3. Medir la absorbancia a 595 nm. 
4. Determinar la cantidad de proteína utilizando una recta patrón obtenida 
simultáneamente con diluciones seriadas de seroalbúmina bovina (Sigma) a 
concentraciones  conocidas (1-20 μg/mL). 
 
8.3. Electroforesis 1-D en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
La separación de proteínas por tamaño se efectuó mediante electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes (Weber y Osborn, 1975) utilizando un sistema vertical de minigeles Mini-
Protean® II Electrophoresis Cell (Bio-Rad), según las instrucciones de la firma comercial. 
Los geles de separación se prepararon a una concentración final de poliacrilamida del 12% 
(v/v), y los de empaquetamiento a una concentración de poliacrilamida del 4% (v/v). La 
polimerización de los geles se realizó a temperatura ambiente entre dos placas de vidrio dispuestas 
para obtener geles de 0,75 mm de grosor. Las muestras de proteína se prepararon en tampón de 
carga (3:1) en un volumen final de 20 μL, y se desnaturalizaron a 100ºC durante 5 min.  
La electroforesis se llevó a cabo en tampón de electroforesis aplicando 200 V y 70 mA hasta 
que el colorante alcanzó la parte inferior del gel (45 min aproximadamente). Como marcadores de 
peso molecular se utilizaron proteínas de bajo peso molecular (Bio-Rad) (Figura 55).  
 
Gel de separación: agua ultrapura 2,175 mL, Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 1,25 mL, SDS al 
10% (p/v) 50 μL, solución de acrilamida:bis-acrilamida (29:1) al 40% (p/v) (AccuGelTM 
29:1, National Diagnostics) 1,5 mL, APS al 10% (p/v) 25 μL, TEMED (Bio-Rad) 5 μL. 
Gel de empaquetamiento: agua ultrapura 1,585 mL, Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 0,625 mL, 
SDS al 10% (p/v) 25 μL, solución de acrilamida:bis-acrilamida (29:1) al 40% (p/v) 0,25 
mL, APS al 10% (p/v) 12,5 μL, TEMED 2,5 μL. 
Tampón de carga: Tris-HCl 0,25 M pH 6,8, glicerol 40% (v/v), SDS 8% (p/v), azul de 
bromofenol 0,05% (p/v), 2-mercaptoetanol 20% (v/v). 





Figura 55. Estándar de proteínas de bajo peso 
molecular (Bio-Rad) utilizado para SDS-PAGE. Las 
bandas observadas corresponden a las siguientes 
proteínas: fosforilasa B de músculo de conejo (97,4 
kDa), seroalbúmina bovina (66,2 kDa), ovoalbúmina de 
gallina (45 kDa), anhidrasa carbónica bovina (31 kDa), 
inhibidor de tripsinógeno de semilla de soja (21,5 kDa) 
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8.4. Tinción con azul de Coomassie 
Para la visualización de proteínas después de SDS-PAGE, los geles se sumergieron en 
solución de teñido a temperatura ambiente manteniéndolos en agitación durante al menos 1 h. 
Posteriormente, se destiñeron por lavados sucesivos en solución de lavado. Finalmente, se fijaron y 
conservaron en ácido acético al 7% (v/v).  
 
Solución de teñido: Azul de Coomassie R-250 (Sigma) 0,25% (p/v), ácido acético 10% 
(v/v), etanol 45% (v/v). 
Solución de lavado: Ácido acético 10% (v/v), etanol 45% (v/v). 
 
8.5. Transferencia de proteínas a membranas e inmunodetección (Western blot) 
El análisis de proteínas mediante Western-blot se llevó a cabo siguiendo el protocolo que se 
detalla a continuación: 
 
1. Separar las proteínas mediante SDS-PAGE como se describió en el apartado 8.3. 
Incluir en un carril del gel un marcador de peso molecular preteñido (Bio-Rad). 
2. Una vez terminada la electroforesis, equilibrar el gel en tampón de transferencia 
durante 10-20 min. 
3. Cortar la membrana de fluoruro de polivinilideno (ImmobilonTM-P, Millipore) del 
tamaño del gel y activarla sumergiéndola 15 seg en metanol, 2 min en agua 
destilada, y equilibrarla en tampón de transferencia durante al menos 5 min. 
4. Montar el sistema húmedo de electrotransferencia utilizando una Mini Trans-Blot® 
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) según las instrucciones del fabricante. En la 
Figura 56 se representa el montaje del sistema de transferencia. 
5. Transferir durante 1 h a 100 V (6-8 V/cm de separación de electrodos) en tampón 
de transferencia a 4ºC con un agitador magnético. 
6. Desmontar el sistema y comprobar que la transferencia ha sido eficiente mediante 
visualización del marcador preteñido en la membrana. 
7. Sumergir la membrana en metanol durante 10 seg y secarla al aire sobre un papel de 
filtro (se puede conservar a 4ºC en seco hasta su uso). 
8. Incubar la membrana en tampón de bloqueo a temperatura ambiente durante al 
menos 45 min en agitación suave. 
9. Descartar el tampón e incubar con el anticuerpo primario a la dilución adecuada en 
tampón de bloqueo fresco. 
10. Incubar a 4ºC durante toda la noche con agitación suave. 
11. Lavar la membrana tres veces con tampón de lavado a temperatura ambiente 
durante 10 min cada vez.  
12. Añadir el anticuerpo secundario (Anti-Rabbit IgG peroxidase conjugate, Sigma) a la 
dilución adecuada en tampón de bloqueo fresco. Incubar 1 h a temperatura ambiente 
con agitación suave. 
13. Lavar tres veces con tampón de lavado a temperatura ambiente durante 10 min cada 
vez.  
14. Revelar utilizando el kit comercial Pierce® ECL Western Blotting Detection Kit 
(Thermo Scientific), según las instrucciones del fabricante. 
15. Exponer la membrana directamente en un equipo de captura quimioluminiscente 
Fujifilm LAS-1000. 
 
Tampón de transferencia: Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 10% (v/v). 
Tampón de lavado: Tween® 20 0,1% (v/v) en PBS 1x. 
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Tampón de bloqueo: Leche desnatada en polvo 5% (p/v) en tampón de lavado. 
Prepararlo al momento de usar. 
Tampón PBS 10x: Tampón fosfato sódico 100 mM pH 7,5, NaCl 1,5 M. 











Figura 56. Esquema del sistema húmedo de electrotransferencia de proteínas a membranas 
(Western blot). 
 
8.6. Reutilización de membranas 
El protocolo seguido para la reutilización de membranas en ensayos Western-blot se indica a 
continuación: 
 
1. Incubar la membrana en tampón de deshibridación a 50ºC durante 30 min con 
agitación suave. 
2. Lavar la membrana dos veces con tampón de lavado a temperatura ambiente 
durante 10 min cada vez. 
3. Bloquear la membrana y continuar con la inmunodetección, o consevarla a 4ºC 
humedecida en tampón de lavado. 
 
Tampón de deshibridación: 2-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2% (p/v), Tris-HCl 62,5 
mM pH 6,8. 
 
8.7. Obtención del anticuerpo policlonal anti-ASP1 
El proceso de obtención del anticuerpo policlonal anti-ASP1 (inmunización de conejos, 
obtención del antisuero y purificación del anticuerpo) fue realizado por la empresa ImmunoStep S. 
L (Salamanca, España). Con el fin de obtener cantidad suficiente de la proteína ASP1 de T. 
harzianum CECT 2413 para el proceso de inmunización (3 mg de proteína) se realizaron cultivos de 
la cepa ASP1T1 (cepa de T. harzianum que sobreexpresa asp1) en medio MM suplementado con 
glucosa al 2% (p/v) (según se describió en el apartado 4.6). Posteriormente, los sobrenadantes de 
cultivo se concentraron y se dializaron según se describe en el apartado 8.1. Finalmente, los 
concentrados proteicos se sometieron a SDS-PAGE (apartado 8.3) y electroelución (apartado 8.8) 
para purificar la proteína ASP1. 
 
8.8. Electroelución de proteínas a partir de geles de poliacrilamida 
El protocolo seguido para la electroelución de la proteina ASP1 a partir de geles de 








Sentido de la 
corriente
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1. Someter a SDS-PAGE (apartado 8.3) la muestra proteica, utilizando el sistema de 
geles de formato largo Protean® II xi Cell (Bio-Rad). 
2. Para localizar la proteína de interés, aislar con la ayuda de un bisturí uno de los 
carriles del gel y teñir con azul de Coomassie (apartado 8.4). 
3. Recolocar el carril teñido en el gel de procedencia, localizar la altura a la que debe 
encontrarse la proteína de interés en el resto de carriles y cortar una tira 
horizontal a la altura correspondiente con ayuda de un bisturí.  
4. Introducir el fragmento de gel cortado (sin teñir) con la proteína de interés en 
una membrana de diálisis de 12 kDa de límite de exclusión (Sigma), conteniendo 
tampón de electroforesis. La membrana de diálisis se preparó previamente según 
las instrucciones del fabricante. 
5. Colocar la membrana de diálisis con el fragmento de gel dentro, en una cubeta de 
electroforesis horizontal con tampón de electroforesis, colocándola de manera tal 
que quede transversal a la dirección de la corriente eléctrica. 
6. Dejar electroeluyendo a 4ºC durante toda la noche a 20 mA. 
7. Finalizada la electroelución, retirar la tira de gel del interior de la membrana de 
diálisis y teñir con azul de Coomassie (apartado 8.4) para confirmar una completa 
electroelución de la proteína. 
8. Cerrar la membrana conteniendo la proteína electroluida y dializar con varios 
cambios frente a agua (como se describió en el apartado 8.1). 
9. Transferir la solución proteica a un tubo Corex®, congelar a -80ºC y liofilizar. 
10. Resuspender en tampón PBS 1x (apartado 8.5) y ajustar hasta la concentración 
deseada.  
11. Confirmar la pureza de la proteína electroeluida mediante SDS-PAGE y tinción con 
azul de Coomassie (apartados 8.3 y 8.4, respectivamente).  
12. Determinar la cantidad total de proteína aislada por el método de Bradford 
(apartado 8.2).  
 
8.9. Ensayos de actividad proteolítica 
Para determinar la actividad de la aspartil-proteasa ASP1 de T. harzianum CECT 2413, se 
efectuaron ensayos enzimáticos en solución basados en el método descrito por Folin y Ciocalteu 
(1929), con algunas modificaciones. El ensayo se fundamenta en la liberación del aminoácido 
tirosina como producto de la degradación del sustrato (caseína) por la actividad proteolítica de la 
enzima ensayada. La tirosina liberada reacciona con el reactivo Folin-Ciocalteu (Folin & Ciocalteu’s 
Phenol Reagent, Sigma) produciendo un cromóforo azul, que puede cuantificarse 
espectrofotométricamente.  
En este trabajo, los volúmenes del ensayo se adaptaron a escala de microensayo, y se 
determinaron las condiciones óptimas de pH (2,5) y temperatura (50ºC) de la proteasa ASP1. A 
continuación, se describe el ensayo de actividad proteolítica seguido:  
 
1. Mezclar 500 μL de sustrato atemperado a 50ºC* [caseína al 1% (p/v) pH 2,5** 
preparada en ácido láctico 50 mM] con 100 μL de solución enzimática. Incluir una 
muestra control sin enzima. 
2. Incubar a 50ºC durante 10 min. 
3. Añadir 500 μL de ácido tricloroacético 0,11 M para detener la reacción y centrifugar 
a 13.000 g durante 5 min a temperatura ambiente. 
4. Recoger 200 μL de sobrenadante y revelar añadiendo 500 μL de carbonato sódico 
0,5 M y 100 μL del reactivo Folin & Ciocalteu. 
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5. Incubar a 37ºC durante 30 min. 
6. Centrifugar a 13.000 g durante 5 min a temperatura ambiente. 
7. Leer la absorbancia a 660 nm. 
8. Determinar la actividad proteolítica de cada muestra utilizando una recta patrón 
obtenida a partir de reacciones enzimáticas simuladas con cantidades conocidas de 
L-tirosina (5,5-220 nmoles).  
 
Una unidad enzimática (U) se definió como la cantidad de enzima que produce la liberación 
de 1 μg de L-tirosina por minuto en las condiciones ensayadas. Para obtener la actividad 
proteolítica en U/mL se realizó el siguiente cálculo: 
 
* La temperatura óptima de ASP1 se determinó utilizando un rango de temperaturas de 30 a 
70ºC. 
** El pH óptimo de ASP1 se determinó utilizando un rango de pHs de 1,5 a 7,0. El sustrato se 
preparó en los siguientes sistemas de tampones: ácido láctico 50 mM (pH 1,5-4,0) o tampón 
acético-acetato 50 mM (pH 5,0-7,0).  
 
9. OBTENCIÓN DE TRANSFORMANTES DE T. harzianum CECT 2413 
Para la obtención de cepas de T. harzianum que sobreexpresan el gen asp1 o que tienen 
silenciada su expresión se construyeron los plásmidos recombinantes que se recogen en la Tabla 9. 
Una vez obtenidos los plásmidos se procedió a introducirlos por transformación de protoplastos 
(apartado 6.14.2) en T. harzianum CECT 2413. 
 
 
Tabla 9. Plásmidos construidos para la obtención de transformantes de T. harzianum CECT 2413 
PLÁSMIDO        CARACTERÍSTICAS                   UTILIDAD   
 
pAN52-1-asp1              
6.890 pb 
 
Plásmido generado al insertar la ORF 
del gen asp1 (1.161 pb) en el vector 
plasmídico pAN52 (Tabla7) 
 
Plásmido intermediario en el proceso de 




pJL43b1-asp1          
8.724 pb 
 
Plásmido generado al subclonar el 
casete de expresión PgpdA:asp1 en 
el vector plasmídico pJL43b1 
(Tabla 7) 
 
Transformación de T. harzianum 
CECT 2413 para expresar 






Plásmido generado al insertar dos 
fragmentos de 400 pb del gen asp1 
(en orientaciones invertidas y 
separados por un intrón) en el 
vector plasmídico pSIL (Tabla 7) 
 
Silenciamiento de la expresión del 
gen asp1 en T. harzianum CECT 
2413, junto con el plásmido pAN7-1 
(Tabla 7) como portador del gen 
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9.1.      Construcción del plásmido pJL43b1-asp1 
Este plásmido se utilizó para sobreexpresar el gen asp1 en T. harzianum CECT 2413 bajo 
el dominio del promotor constitutivo PgpdA (promotor del gen gliceraldehido 3-fosfato 
deshidrogenasa de A. nidulans). Para su construcción (Figura 57), inicialmente se amplificó por 
PCR la ORF del gen asp1 con la enzima Pfu polimerasa (Biotools) y los oligonucleótidos 6281Nf y 
6281Nr (Tabla 8), los cuales incluyen en su secuencia dianas para la enzima de restricción NcoI 
(CCATGG) y dos nucleótidos adicionales (TT) para permitir la clonación de asp1 en fase. El 
fragmento amplificado se digirió con la enzima NcoI y se ligó al vector pAN52-1 (previamente 
digerido con la misma enzima y desfosforilado), dando lugar al plásmido pAN52-1-asp1. 
Posteriormente, a partir de este plásmido, se amplificó por PCR el casete de expresión PgpdA:asp1, 
de 4.230 pb, utilizando el sistema Triple Master® PCR System (Eppendorf) y los oligonucleótidos 
pAN52-gpdH-5’ y pAN52-trpH-3’, que generan dianas para la enzima HindIII (Tabla 8). El 
producto amplificado se digirió con HindIII y se subclonó en el vector pJL43b1 (digerido con la 
misma enzima de restricción y desfosforilado), dando lugar al vector pJL43b1-asp1, de 8.724 pb, 
que se utilizó para transformar protoplastos de T. harzianum CECT 2413. 
 
9.2.     Construcción del plásmido pSIL-asp1 
Este plásmido se utilizó para silenciar la expresión del gen asp1 en T. harzianum CECT 
2413. Se construyó a partir del vector pSIL (Sousa, 2004) mediante la inserción, en orientaciones 
invertidas, de un fragmento de 400 pb del gen asp1 de T. harzianum CECT 2413 (correspondiente 
al sitio activo de la proteína ASP1), quedando cada fragmento separado por un intrón (Figura 58). 
Cada uno de los fragmentos fueron amplificados por PCR con la enzima Pfu polimerasa (Biotools) a 
partir de la ORF del gen asp1 con oligonucleótidos específicos que incluyen en su secuencia dianas 
para las enzimas de restricción apropiadas. La amplificación del fragmento en orientación "sentido" 
se llevó a cabo con los oligonucleótidos pSIL6281-I y pSIL6281-IR, que incluyen dianas para XbaI 
y BamHI, respectivamente (Tabla 8). Para la amplificación del fragmento en orientación 
"antisentido" se utilizaron los oligonucleótidos pSIL6281-f2 y pSIL6281-r2, que incluyen dianas 
XhoI y EcoRI, respectivamente (Tabla 8). Cada fragmento, debidamente digerido, se clonó en pasos 
sucesivos en el vector PSIL según se ilustra en la Figura 58. El plásmido resultante, pSIL-asp1, se 
utilizó junto con pAN7-1 (que contiene al gen hph que confiere resistencia a higromicina B; Tabla 
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Figura 57. Esquema del proceso de construcción del plásmido pJL43b1-asp1. 
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10. ENSAYOS PARA LA CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LOS GENES qid74 Y asp1 
DE T. harzianum CECT 2413 
 
10.1.  Ensayos de hidrofobicidad 
 
10.1.1.  Hidrofobicidad superficial 
 Para evaluar la hidrofobicidad de las cepas de T. harzianum que sobreexpresan qid74 
(QID74T1 y QID74T2) o las cepas que carecen de dicho gen (QID74∆1 y QID74∆2), se tomó 
como referencia el método descrito por Viterbo y Chet (2006) y Djonović y col. (2007). Para ello, se 
colocó una gota de 100 μL de agua ultrapura estéril sobre la superficie del micelio del hongo 
previamente cultivado en medio PDA durante dos días (sin esporular y sin hifas aéreas). Después de 
48 h de incubación a 28ºC y en oscuridad, se observó si las gotas se mantenían en la superficie del 
hongo (micelio hidrofóbico) o si habían sido absorbidas (micelio hidrofílico). Cada cepa se evaluó 
por triplicado y el ensayo se repitió dos veces. 
 
10.1.2.  Ruptura de la interfase líquido-aire 
 Para evaluar el crecimiento en la interfase líquido-aire de las hifas de las cepas de T. 
harzianum que sobreexpresan qid74 (QID74T1 y QID74T2) o las cepas que carecen de dicho gen 
(QID74∆1 y QID74∆2), se tomaron como referencia los ensayos descritos por Di Pietro y col. 
(2001) y Mendoza-Mendoza y col. (2007). Para ello, se depositaron gotas de 100 μL de medio MM 
suplementado con glucosa al 2% (p/v), conteniendo 5x106 esporas fúngicas/mL (recogidas según se 
describe en el apartado 4.1), en el interior de una placa Petri vacía de 5 cm de diámetro. Las placas 
se incubaron a 28ºC en oscuridad con una humedad relativa del 100% durante 96 h. A lo largo del 
ensayo se evaluó la capacidad de las hifas de romper la tensión superficial de la gota, emergiendo y 
creciendo sobre ella. Cada cepa se evaluó por triplicado y el ensayo se repitió dos veces. 
 
10.2.  Ensayos de resistencia a compuestos antifúngicos 
 
10.2.1.  Resistencia a enzimas líticas: autoprotección celular 
 Para evaluar la resistencia de las cepas de T. harzianum que sobreexpresan qid74 
(QID74T1 y QID74T2) o las cepas que carecen de dicho gen (QID74∆1 y QID74∆2) frente a 
enzimas líticas secretadas por T. harzianum CECT 2413 (autoprotección celular), se recogieron 
sobrenadantes de cultivo de esta cepa crecida en medio líquido MM en presencia de paredes 
celulares del hongo R. solani al 1% (p/v) (apartado 4.7) o de paredes celulares de raíces de pepino o 
tomate (apartado 5.5). Los sobrenadantes se obtuvieron a partir de cultivos de T. harzianum CECT 
2413 realizados en dos etapas, según se describió en el apartado 4.6. Posteriormente, las proteínas 
presentes en los sobrenadantes se precipitaron y dializaron según se describió en el apartado 8.1. 
Los ensayos de resistencia se realizaron en placas de microtitulación estériles de 96 pocillos 
(Falcon) depositando en cada pocillo 36 μL del sobrenadante proteico concentrado, 4 μL de medio 
PDB 5x y 20 μL de una suspensión de 800 esporas de T. harzianum correspondiente (esporas 
recogidas según se describió en el apartado 4.1). La concentración final de sobrenadante por pocillo 
ensayada fue 5x. Como control negativo se utilizó agua ultrapura estéril en lugar del sobrenadante. 
Las placas se incubaron a 22ºC en oscuridad durante 12 h, y se evaluó la inhibición de la 
germinación y la elongación del tubo germinativo con ayuda de un microscopio invertido (Axiovert 
25, Zeiss). Las imágenes se capturaron con el programa informático RS image v. 1.9.2 (Roper 
Scientific, Inc.). Cada cepa se evaluó por triplicado y el ensayo se realizó dos veces. 
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10.2.2.  Resistencia a compuestos tóxicos secretados por la planta  
 Para evaluar la resistencia de las cepas de T. harzianum que sobreexpresan qid74 
(QID74T1 y QID74T2) o las cepas que carecen de dicho gen (QID74∆1 y QID74∆2) frente a 
compuestos tóxicos secretados por las plantas, se siguió el mismo tipo de ensayo descrito en el 
apartado anterior pero utilizando exudados de raíces de plantas de pepino (5x) o H2O2 (4 mM) en 
lugar de los sobrenadantes proteicos. Los exudados fueron obtenidos tras 28 días de crecimiento de 
plantas de pepino (var. Marketmore) en cultivo hidropónico en medio PGM (según se describió en 
el apartado 5.4). Transcurrido este tiempo el medio de cultivo se recogió, se concentró mediante 
liofilización y se esterilizó mediante filtración. Cada cepa de Trichoderma se evaluó por triplicado y 
el ensayo se realizó dos veces. 
 
10.2.3.  Resistencia a fungicidas químicos 
 Para evaluar la resistencia de las cepas de T. harzianum que sobreexpresan qid74 
(QID74T1 y QID74T2) o las cepas que carecen de dicho gen (QID74∆1 y QID74∆2) frente a los 
compuestos antifúngicos terbinafina y miconazol, se determinó la concentración mínima inhibitoria 
(CMI) –mínima concentración capaz de inhibir el crecimiento del microorganismo diana un 99,9%– 
siguiendo el procedimiento descrito por Cardoza y col. (2006b). Para ello, se prepararon diluciones 
seriadas del compuesto antifúngico a ensayar en un rango de concentración de 7,8-250 μg/mL.  
Los ensayos se realizaron en placas de microtitulación estériles de 96 pocillos (Falcon) 
depositando en cada pocillo 50 μL de la dilución del compuesto antifúngico, 75 μL de medio MM 
suplementado con glucosa al 2% (p/v) y 125 μL de una suspensión de 2x105 esporas de la cepa de 
T. harzianum correspondiente (esporas recogidas según se describió en el apartado 4.1). Como 
control negativo se utilizó agua ultrapura estéril en lugar del compuesto antifúngico. Después de 
72 h de incubación a 28ºC en oscuridad, se determinó la CMI con ayuda de un microscopio 
invertido (Axiovert 25, Zeiss). Las imágenes se capturaron con el programa informático RS Image 
v. 1.9.2 (Roper Scientific, Inc.). Cada cepa se evaluó por triplicado y el ensayo se repitió dos veces. 
 
10.3. Ensayos de crecimiento en medio sólido 
Para medir el crecimiento de las distintas cepas de T. harzianum se utilizaron placas Petri 
de 9 cm de diámetro con medio PDA. Para ello, se colocó en el centro de cada placa un cilindro de 
agar (de 5 mm de diámetro) procedente de un cultivo fúngico anterior en crecimiento activo en 
PDA. Las placas se incubaron a 28ºC en oscuridad y la evaluación del crecimiento radial se llevó a 
cabo cada 24 h midiendo el diámetro de las colonias (la media de dos diámetros perpendiculares). 
Adicionalmente, se examinó la producción de hifas aéreas, así como el color y morfología de la 
colonia. Cada cepa se evaluó por triplicado y el ensayo se repitió dos veces.  
 
10.4.  Ensayos de actividad antifúngica de T. harzianum 
 
10.4.1.  Ensayos in vivo: enfrentamiento en medio sólido 
 La cepa silvestre y las cepas de T. harzianum que sobreexpresan asp1 (ASP1T1 y ASP1T2) 
o que silencian dicho gen (ASP1Sil1 y ASP1Sil2) se enfrentaron a los hongos fitopatógenos B. 
cinerea, C. acutatum y R. solani en cultivos duales en placas Petri de 9 cm con medio PDA. Para ello, 
las placas se inocularon con dos cilindros de agar (de 5 mm de diámetro) procedentes de cultivos 
fúngicos anteriores en crecimiento activo en medio PDA, de manera que los inóculos de los dos 
hongos enfrentados (T. harzianum vs. hongo fitopatógeno) quedaran situados en extremos opuestos 
de la placa, con una separación de 6 cm entre sí (debido al crecimiento lento de C. acutatum, este 
hongo se inoculó con 7 días de antelación). Las placas se incubaron a 28ºC en oscuridad durante 15 
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días.  A lo largo del ensayo se evaluó el crecimiento y comportamiento de cada hongo. Cada uno de 
los enfrentamientos se llevó a cabo por triplicado y el ensayo se realizó dos veces. 
 
10.4.2. Ensayos in vitro: inhibición del crecimiento de B. cinerea en medio líquido 
 Para evaluar la inhibición del crecimiento del hongo fitopatógeno B. cinerea por acción de 
proteínas secretadas por las cepas de T. harzianum que sobreexpresan asp1 (ASP1T1 y ASP1T2), se 
recogieron sobrenadantes de cultivo de cada cepa de Trichoderma crecida durante 48 h en medio 
MM suplementado con glucosa al 2% (p/v). Los sobrenadantes se obtuvieron a partir de cultivos 
realizados en dos etapas, según se describió en el apartado 4.6. Posteriormente las proteínas 
presentes en los sobrenadantes se precipitaron y dializaron según se describió en el apartado 8.1   
 Los ensayos se realizaron en placas de microtitulación estériles de 96 pocillos (Falcon) 
depositando en cada pocillo 48 μL del sobrenadante de la cepa de T. harzianum correspondiente, 4 
μL de medio PDB 5x y 8 μL de una suspensión de 800 esporas de B. cinerea (recogidas según se 
describió en el apartado 4.1). Se ensayaron diferentes concentraciones finales de sobrenadante por 
pocillo: 2x, 10x y 20x. Como control negativo se utilizó agua ultrapura estéril en lugar del 
sobrenadante, y como controles adicionales se incluyeron los mismos sobrenadantes hervidos 
durante 10 min a 100ºC. Las placas se incubaron a 22ºC en oscuridad durante 12 h, y se evaluó la 
inhibición de la germinación de las esporas y la elongación del tubo germinativo con ayuda de un 
microscopio invertido (Axiovert 25, Zeiss). Las imágenes se capturaron con el programa 
informático RS image v. 1.9.2 (Roper Scientific, Inc.). Cada condición se evaluó por triplicado y el 
ensayo se realizó dos veces. 
 
10.5.  Ensayos de interacción Trichoderma-planta 
 
10.5.1.  Semillas pildoradas con esporas de T. harzianum 
 En una placa Petri de 5 cm de diámetro se colocaron semillas esterilizadas 
superficialmente de tomate o de pepino y se cubrieron con 1 mL de una suspensión de esporas de la 
cepa de T. harzianum correspondiente (2x108 esporas totales), recogidas según se describió en el 
apartado 4.1. Las placas se mantuvieron abiertas dentro de una cámara de flujo laminar hasta que 
las semillas estuvieron completamente secas, quedando de este modo recubiertas con las esporas. 
Como control negativo se utilizó agua destilada estéril en lugar de la suspensión de esporas. Una 
vez pildoradas, las semillas se utilizaron inmediatamente para los ensayos correspondientes, bien en 
turba (apartado 5.2) o en cajas Magenta® GA-7 (Sigma) con medio semisólido MS (apartado 5.3).  
 
10.5.2.  Cultivos de Trichoderma-planta en medio semisólido MS 
 El cultivo de plántulas de tomate en presencia de T. harzianum se realizó tomando como 
referencia el sistema de interacción descrito por Contreras-Cornejo y col. (2009). Para ello, se 
utilizaron plántulas crecidas durante 5 días en placas Petri con medio MS semisólido según se 
describió en el apartado 5.3. Cada placa se inoculó con una suspensión de esporas de la cepa de T. 
harzianum correspondiente (recogidas según se describió en el apartado 4.1), depositando 5 μL de la 
suspensión (1x106 esporas totales) en el extremo opuesto de la placa, a 5 cm aproximadamente del 
ápice de las raíces. Las placas inoculadas se sellaron y se incubaron en fitotrón bajo condiciones 







- 185 - 
 
 Materiales y Métodos 
10.5.3. Cultivos de Trichoderma-planta en medio líquido PGM 
 
10.5.3.1.  Con micelio de T. harzianum 
El cultivo de plántulas de pepino en presencia de micelio de T. harzianum se llevó a cabo 
utilizando plántulas crecidas durante 9 días en cajas PhytatrayTM II (Sigma) o en cajas Magenta® 
GA-7 (Sigma) con medio líquido PGM según se describió en el apartado 5.4. Posteriormente, el 
medio de cultivo se inoculó con una pastilla de micelio de la cepa de T. harzianum correspondiente 
crecida durante 48 h en MM con glucosa al 2% (p/v) (la pastilla se obtuvo siguiendo el 
procedimiento descrito para producción de biomasa en el apartado 4.5). Las cajas se mantuvieron en 
agitación a 90 rpm y 28ºC durante el tiempo de interacción deseado. Cuando fue necesario analizar 
la expresión de genes de T. harzianum, el micelio adherido a la raíz se separó desprendiéndolo con 
ayuda de una pizeta con agua estéril, y se recogió junto con el micelio presente en el medio de 
cultivo mediante filtración. Los pasos seguidos para la filtración, lavados y conservación del micelio 
obtenido se describen en el apartado 4.5. 
 
10.5.3.2. Con germínulas de T. harzianum 
Para el cultivo de plántulas de pepino en presencia de germínulas de T. harzianum, se 
utilizaron plántulas crecidas durante 9 días en cajas PhytatrayTM II (Sigma) o en cajas Magenta® 
GA-7 (Sigma) con medio líquido PGM según se describió en el apartado 5.4. Posteriormente, el 
medio se inoculó con germínulas de la cepa de T. harzianum correspondiente a una concentración 
final de 1,5x105 germínulas/mL (recogidas según se describió en el apartado 4.3). Las cajas se 
mantuvieron en agitación suave dentro de un fitotrón bajo condiciones controladas (23ºC, 16 h de 
luz y 75% de humedad relativa) durante el tiempo de interacción deseado. 
 
10.5.4. Análisis de germinación de semillas y crecimiento de plantas de tomate y pepino 
Para evaluar el efecto de las distintas cepas de T. harzianum sobre la germinación de 
semillas de tomate (var. Marmande) y el crecimiento aéreo de las plantas, se utilizaron semillas de 
tomate pildoradas con esporas de la cepa correspondiente (apartado 10.5.1), que posteriormente se 
sembraron en medio MS 0,2x semisólido (según se describió en el apartado 5.3). A los 20 días se 
determinó el porcentaje de germinación de las semillas y la longitud de la parte aérea de las 
plántulas. Cada condición se evaluó por duplicado y el ensayo se realizó dos veces. 
Para evaluar el efecto de las distintas cepas de T. harzianum sobre la arquitectura del 
sistema radical de plántulas de pepino (var. Kfir), se utilizaron plántulas cultivadas en cajas 
PhytatrayTM II (Sigma) con medio líquido PGM inoculado con germínulas de la cepa 
correspondiente (según se describió en el apartado 10.5.3.2). Como control negativo se utilizó agua 
estéril en lugar de germínulas. A 7 dpi se determinó la longitud de la raíz principal y se inspeccionó 
la morfología del sistema radical. Cada condición se evaluó por duplicado y el ensayo se realizó dos 
veces. 
Para evaluar el efecto de las distintas cepas de T. harzianum sobre la arquitectura del 
sistema radical de plántulas de tomate (var. Marmande) se utilizaron plántulas cultivadas en placas 
Petri con medio semisólido MS inoculado con una suspensión de esporas de la cepa correspondiente 
(según se describió en el apartado 10.5.2). Como control negativo se utilizó agua estéril en lugar de 
esporas. A 7 dpi se determinó la longitud tanto de la raíz principal como de las secundarias. Cada 
condición se evaluó por duplicado y el ensayo se realizó dos veces. 
En los ensayos llevados a cabo en invernadero se utilizaron semillas de tomate (var. 
Marmande) o de pepino (var. Marketmore 70) pildoradas con esporas de la cepa de T. harzianum 
correspondiente (apartado 10.5.1), que posteriormente se sembraron en alvéolos con turba estéril 
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(según se describió en el apartado 5.2). A los 28 días, se evaluó el porcentaje de germinación de las 
semillas y el crecimiento de 30 plantas por condición, midiendo la longitud y peso seco de la parte 
aérea (el tejido vegetal se secó a 65ºC durante 72 h). 
 
10.5.5. Cuantificación de nutrientes en hojas de pepino y tomate 
Para evaluar el efecto de las cepas de T. harzianum que sobreexpresan qid74 (QID74T1 y 
QID74T2) sobre el estatus nutricional de plantas de tomate y pepino, se determinó la 
concentración de distintos nutrientes presentes en la parte aérea de las mismas. Los siguientes 
elementos se analizaron mediante ICP-OES (Inductively coupled plasma optical emission spectrometry): 
B, Ca, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, P y Zn; y la concentración de C total (orgánico e inorgánico) y N 
mediante un analizador elemental. Estos análisis fueron llevados a cabo por el Servicio de Ionómica 
del CEBAS-CSIC (Murcia).  
Los ensayos se realizaron en invernadero con semillas de tomate (var. Marmande) o de 
pepino (var. Marketmore 70) pildoradas con esporas de la cepa de T. harzianum correspondiente 
(apartado 10.5.1), estas se sembraron en alvéolos con turba estéril (según se describió en el 
apartado 5.2). A los 28 días se recogió la parte aérea de la planta tomando aleatoriamente 3 grupos 
de 10 plantas por condición. Cada grupo se consideró como una muestra aleatoria. El tejido vegetal 
se secó durante 72 h a 65ºC, se pulverizó con ayuda de un molinillo y se envió  para analizar por 
duplicado (0,5 g por muestra). 
 
10.5.6. Adherencia y colonización de raíces en plántulas de pepino 
Para evaluar la capacidad de las cepas de T. harzianum que sobreexpresan qid74 
(QID74T1 y QID74T2) o las cepas que carecen de dicho gen (QID74∆1 y QID74∆2) de adherirse a 
las raíces de plántulas de pepino (var. Kfir), se utilizaron plántulas cultivadas en cajas PhytatrayTM 
II (Sigma) con medio líquido PGM inoculado con micelio de la cepa correspondiente (según se 
describió en el apartado 10.5.3.1). La adherencia del micelio a la superficie de las raíces se evaluó 
macroscópicamente a diferentes hpi. Cada cepa se evaluó por duplicado y el ensayo se realizó dos 
veces. 
Para evaluar la capacidad de las distintas cepas de T. harzianum de penetrar y colonizar 
raíces de plántulas de pepino (var. Kfir), se utilizaron plántulas cultivadas en cajas PhytatrayTM II 
(Sigma) con medio líquido PGM inoculado con germínulas de la cepa correspondiente (según se 
describió en el apartado 10.5.3.2). Posteriormente, se cuantificó la colonización de las raíces de las 
plántulas por parte de cada cepa de T. harzianum mediante PCR a tiempo real (apartado 6.11.2). 
Para ello, se recogieron raíces a diferentes hpi, agrupándose las raíces de 6 plantas por cada 
tratamiento, cada uno de los cuales se realizó por duplicado. Las raíces se esterilizaron 
superficialmente con lejía al 20% (v/v) durante 1 min con objeto de eliminar el micelio adherido a la 
superficie de estas y, así, garantizar la extracción únicamente del ADN fúngico en el interior de la 
raíz. A continuación, se lavaron extensivamente con agua destilada estéril y se conservaron a -
20ºC hasta el momento de la extracción de ADN (apartado 6.4.3). 
En el caso de cepas de Trichoderma marcadas con la proteína GFP se evaluó la capacidad 
de colonización mediante microscopía confocal (apartado 11). 
 
10.5.7. Inducción de respuestas de defensa en plantas a nivel local y sistémico 
 
10.5.7.1. Acumulación de fitoalexinas (autofluorescencia) y fitotoxicidad a nivel local 
Para evaluar si las proteínas secretadas por la cepa silvestre y la cepa ASP1T1 de T. 
harzianum que sobreexpresa asp1 inducían la acumulación de fitoalexinas (compuestos fenólicos de 
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defensa que presentan autofluorescencia) y producían fitotoxicidad en las plantas, se tomó como 
referencia el método descrito por Pazzagli y col. (1999). Para ello, se recogieron sobrenadantes de 
cultivo de cada cepa crecida durante 48 h en medio MM suplementado con glucosa al 2% (p/v). Los 
sobrenadantes se obtuvieron a partir de cultivos realizados en dos etapas, según se describió en el 
apartado 4.6. Posteriormente, las proteínas presentes en los sobrenadantes se precipitaron y 
dializaron según se describió en el apartado 8.1. Por otro lado, se recogieron hojas cotiledonares de 
plántulas de pepino (var. Marketmore 70) cultivadas en turba durante 10 días bajo condiciones 
controladas de crecimiento en invernadero (apartado 5.2).  
Los ensayos se llevaron a cabo aplicando sobre cada hoja cotiledonar 10 μL del 
sobrenadante proteico concentrado (120x) de la cepa correspondiente realizando una ligera punción 
en la nervadura central del haz. Como control negativo se aplicó agua ultrapura estéril en lugar del 
sobrenadante, y como control positivo se aplicaron 25 nmoles de SA. Como controles adicionales se 
incluyeron los mismos sobrenadantes hervidos durante 10 min. Las hojas cotiledonares tratadas se 
colocaron sobre papel de filtro húmedo dentro cajas PhytatrayTM II (Sigma) y se incubaron a 
temperatura ambiente. La autofluorescencia alrededor de la zona de aplicación se evaluó tras 24 hpi 
en un transiluminador con luz ultravioleta (FirstLightTM UV Illuminator, UVP) y las imágenes se 
captaron con ayuda de un sistema acoplado a él (BioDoc-ItTM Imaging System, UVP). También se 
evaluó la aparición de lesiones necróticas así como su tamaño. Se trataron 4 hojas cotiledonares por 
cada condición y el ensayo se realizó dos veces.  
 
10.5.7.2.   Expresión de genes de defensa en planta 
  Para evaluar si la cepa silvestre y la cepa ASP1T1 de T. harzianum que sobreexpresa 
asp1 o las proteínas secretadas por ellas eran capaces de inducir respuestas de defensa sistémica en 
plántulas de pepino (var. Kfir), se analizó la expresión de genes marcadores de defensa en hojas 
cotiledonares tras el tratamiento de las raíces de las plantas con germínulas de las cepas de T. 
harzianum correspondientes (ensayos in vivo) o con sobrenadantes de cultivo de dichas cepas 
(ensayos in vitro). 
 
10.5.7.2.1.  In vitro 
Los ensayos in vitro se llevaron a cabo tomando como referencia el método descrito 
por Djonović y col. (2006). Para ello, se recogieron sobrenadantes de las cepas de T. harzianum 
correspondientes crecidas durante 48 h en medio MM suplementado con glucosa al 2% (p/v). Los 
sobrenadantes se obtuvieron a partir de cultivos realizados en dos etapas, según se describió en el 
apartado 4.6. Posteriormente, las proteínas presentes en los sobrenadantes se precipitaron y 
dializaron según se describió en el apartado 8.1. Por otro lado, se cultivaron plántulas de pepino en 
cajas PhytatrayTM II (Sigma) con medio líquido PGM durante 9 días bajo condiciones controladas 
de crecimiento (apartado 5.4).  
Para llevar a cabo el ensayo, cada plántula se transfirió a un vial conteniendo 200 μL 
del concentrado proteico de la cepa correspondiente. Los viales se colocaron en cajas Magenta® 
GA-7 (Sigma) insertados en una rejilla metálica a modo de soporte (Figura 43), y se incubaron en 
fitotrón bajo condiciones controladas de crecimiento (25ºC, 16 h de luz y 75 % de humedad 
relativa). Como control negativo se empleó agua ultrapura estéril en lugar del sobrenadante, y 
como control positivo 600 nmoles de SA (3 nmol/μL). Como control adicional se incluyeron 
sobrenadantes hervidos durante 10 min. Tras 24 hpi se recogieron las hojas cotiledonares de 3 
plántulas por cada tratamiento, se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y se 
conservaron a -20ºC hasta el momento de la extracción de ARN y síntesis de ADNc (apartados 
6.5.2 y 6.6, respectivamente). Las muestras recogidas se analizaron mediante PCR a tiempo real con 
el fin de medir la expresión de genes marcadores de defensa. El ensayo se realizó dos veces. 
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10.5.7.2.2. In vivo 
   Para llevar a cabo los ensayos in vivo se cultivaron plántulas de pepino en cajas 
PhytatrayTM II (Sigma) con medio líquido PGM inoculado con germínulas de la cepa de T. 
harzianum correspondiente (según se describió en el apartado 10.5.3.2). Como control negativo se 
utilizó agua destilada estéril en lugar de germínulas, y como control positivo se utilizó SA (300 
μmoles/mL). Tras 48 h de incubación se recolectaron las hojas cotiledonares de 6 plántulas por 
cada tratamiento, se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido, y se conservaron a -20ºC 
hasta el momento de la extracción de ARN y síntesis de ADNc (apartados 6.5.2 y 6.6, 
respectivamente). Las muestras recogidas se analizaron mediante PCR a tiempo real con el fin de 
medir la expresión de genes marcadores de defensa. El ensayo se realizó dos veces. 
 
11. MICROSCOPÍA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA 
Las cepas de T. harzianum marcadas con la proteína GFP (Tabla 4) se observaron en 
interacción con las raíces de pepino mediante microscopía confocal láser de fluorescencia. Las 
muestras de raíces inoculadas con estas cepas se montaron en una solución 10 μM de ioduro de 
propidio (Sigma) para teñir la pared celular vegetal. Las muestras se visualizaron en un 
microscopio Leica TCS SP2 aplicando una longitud de onda de excitación de 488 nm con un láser 
de argón y recogiendo la luz emitida a 500-550 nm, en el caso de la fluorescencia emitida por la 
proteína GFP, y a 600-700 nm, en el caso de la fluorescencia emitida por el ioduro de propidio. Las 
proyecciones se llevaron a cabo capturando imágenes individuales cada 1-2 μm y superponiéndolas 
con el programa informático Leica LCS (v.2.61.1537). 
 
12. HERRAMIENTAS BIOINFORMÁTICAS Y ESTADÍSTICAS 
 
12.1. Análisis de secuencias de ADN y proteínas 
La comparación de secuencias de ADN y proteínas con las bases de datos públicas se llevó 
a cabo utilizando las diferentes variantes del algoritmo BLAST (Blastn, Blastx, Blastp), en el 
servidor del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
La anotación de secuencias/genes de T. harzianum se llevó a cabo según la terminología y 
estructura jerárquica Gene Ontology (GO; Ashburner y col., 2000; http://www.geneontology.org) 
utilizando el programa Blast2GO (Gotz y col., 2008; http://www.blast2go.com).  
El paquete informático Lasergene (DNASTAR) se utilizó en el análisis y edición de 
secuencias de ADN y de proteínas (búsqueda de marcos abiertos de lectura, alineamientos, 
traducción, ensamblaje de fragmentos de secuencias, diseño de oligonucleótidos). 
El programa Vector NTI (Invitrogen) se utilizó para la construcción (dibujo y edición) de 
vectores plasmídicos, permitiendo identificar fácilmente sitios de restricción y de localización de 
oligonucleótidos. Asimismo permite simular carreras electroforéticas de plásmidos digeridos con 
enzimas de restricción con el fin de predecir el patrón de bandas obtenido. 
El programa Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas14x.html) se utilizó en 
el manejo de los cromatogramas procedentes de la secuenciación de ADN, así como en la 
exportación de las secuencias a distintos formatos. 
La herramienta SMART (Simple Modular Architecture Research Tool), disponible en la 
dirección web http://smart.embl.de, y las aplicaciones Scan Prosite 
(www.expasy.org/tools/scanprosite/) e InterPro protein sequence analysis & classification 
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(www.ebi.ac.uk/interpro/) se utilizaron en la búsqueda de motivos o dominios en secuencias 
proteicas. 
El programa SignalP v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalIP-2.0/) se utilizó en la 
predicción de péptidos señal en secuencias proteicas. 
 
12.2. Análisis estadístico de datos 
El análisis estadístico de datos se llevó a cabo utilizando el programa informático SPSS 
17.0. Con el fin de comprobar si las diferencias encontradas en el comportamiento de las distintas 
cepas fúngicas analizadas eran estadísticamente significativas, se llevaron a cabo análisis de la 
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Siglas y Abreviaturas 
 
aa aminoácido 
ABA ácido abscísico 
ABC ATP-Binding Cassette 
ACB agente de control biológico 
ADN ácido desoxirribonucleico 
ADNc ácido desoxirribonucleico complementario 
ADNdc ácido desoxirribonucleico de doble cadena 
ADNg ácido desoxirribonucleico genómico 
ADNp ácido desoxirribonucleico plasmídico 
ANOVA análisis de varianza 
APS persulfato amónico 
ARN ácido ribonucleico 
ARNasa ribonucleasa 
ARNm ácido ribonucleico mensajero 
ARNr ácido ribonucleico ribosómico 
ATCC American Type Culture Collection 
atm atmósfera 
ATP adenosín trifosfato 
BLAST Basic Local Alignment Search Tools 
c.s.p. cantidad suficiente para 
CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures 




CMI concentración mínima inhibitoria 
col. colaboradores 
CWDE cell wall degrading enzymes 
DAMP danger-associated molecular pattern 
DEPC dietil pirocarbonato 
DIG digoxigenina 
DMSO dimetil sulfóxido 
dNTPs desoxirribonucleótidos trifosfato 
dpi días postinoculacón 
DTT ditiotreitol 
EC Enzyme Commission Number 
EDTA ácido etiléndiaminotetraacético 
EE.UU. Estados Unidos  
EMBL European Molecular Biology Laboratory 
ESTs expressed sequence tags 
ET etileno 
ETI effector-triggered immunity 
ETS effector-triggered susceptibility 
FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations 
FDR False Discovery Rate 
g aceleración de la gravedad terrestre 
g gramo 
GEO Gene Expression Omnibus Database 
GFP green fluorescent protein 
GO Gene Ontology 
h horas 
hpi horas postinoculación 
HR respuesta hipersensible 
IMI International Mycological Institute 
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ISR resistencia sistémica inducida 
JA ácido jasmónico 
kb kilobase 




MAMP microbe-associated molecular pattern 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MES ácido 2-(4-morfolino)-etanosulfónico 
mg miligramo 
min minutos 





MOPS ácido 3-(N-morfolino)-propano-sulfónico 
Mpb megapares de bases 
MTI MAMPs-triggered immunity 
N normal 
N.º número 
NAS National Academy of Sciences 
NBT NewBiotechnic S.A. 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
ng nanogramo 
NGS Next-Generation Sequencing 
nm nanómetros 
nmol nanomol 
NO óxido nítrico 
NPK nitrógeno-fósforo-potasio 
ºC grado centígrado 
ONU Organización de las Naciones Unidas 
ORF marco de lectura abierta  
p.ej. por ejemplo 
p/p peso/peso 
p/v peso/volumen 
PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida 
PAMP pathogen-associated molecular pattern 
pb pares de bases 
PBS tampón fosfato salino 
PCR reacción en cadena de la polimerasa  
PEG polietilénglicol 
PIPES ácido 1,4-piperazina-dietano-sulfónico 
pmol picomol 
ppm partes por millón 
PR pathogenesis-related protein 
PTI PAMP-triggered immunity 
RNS reactive nitrogen species 
ROS reactive oxygen species 
rpm revoluciones por minuto 
SA ácido salicílico 
SAR resistencia sistémica adquirida  
SCAR sequence characterized amplified region 
SDS dodecil sulfato sódico 
seg segundos 
 




TEMED N, N, N’, N’-tetrametilen diamina 
Tris tri-(hidroximetil) aminometano 
Triton X-100 octil fenol etoxilado 
U unidad de actividad enzimática 
UE Unión Europea 
UNESCO United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization 







WT wild type 







Bases Nitrogenadas  
A Adenina  
C Citocina  
G Guanina  
T Timina  




A (Ala) alanina  
C (Cys) cisteína 
D (Asp) ácido aspártico 
E (Glu) ácido glutámico 
F (Phe) fenilalanina 
G (Gly) glicina 
H (His) histidina 
I (Ileu) isoleucina 
K (Lys) lisina 
L (Leu) leucina 
M (Met) metionina 
N (Asn) asparragina 
P (Pro) prolina 
Q (Gln) glutamina 
R (Arg) arginina 
S (Ser) serina 
T (Thr) treonina 
V (Val) valina 
W (Trp) triptófano 
Y (Tyr) tirosina 
 
 
